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Il linfoma di Burkitt (LB) e la leucemia linfatica cronica a cellule B (B-LLC) sono due malattie 
oncoematologiche diverse tra di loro, sia dal punto di vista biologico che clinico, ma accomunate 
dalla mancanza di un trattamento terapeutico che sia in grado di eradicare completamente la 
malattia in tutti i pazienti. 
Il LB è un linfoma non-Hodgkin particolarmente aggressivo, che colpisce prevalentemente in età 
pediatrica, caratterizzato da una presentazione addominale con malattia massiva, ascite, e 
coinvolgimento di linfonodi, reni, pancreas, fegato, milza. In alcuni casi vi è coinvolgimento del 
sistema nervoso centrale e del midollo osseo.  
La B-LLC è invece una patologia linfoproliferativa cronica di natura monoclonale caratterizzata 
dalla presenza di piccoli linfociti B maturi che si accumulano principalmente nel sangue 
periferico, nel midollo osseo, negli organi linfatici (milza e linfonodi) e molto raramente in sedi 
extralinfatiche. 
Negli ultimi anni i progressi in campo scientifico e medico hanno permesso di migliorare le 
risposte e prolungare la sopravvivenza dei pazienti, grazie all’introduzione da un lato di regimi 
chemioterapici più aggressivi basati sull’associazione di più agenti, dall’altro di anticorpi 
monoclonali. I regimi polichemioterapici si sono rivelati fondamentali soprattutto per il 
trattamento del linfoma di Burkitt, ma sono associati ad una tossicità elevata con conseguenti 
pesanti effetti collaterali. L’introduzione dell’anticorpo monoclonale Rituximab, invece, ha 
comportato un miglioramento della sopravvivenza riducendo gli effetti tossici, tuttavia la sua 
efficacia è determinata principalmente dall’espressione di quantità sufficienti di CD20 sulle 
cellule neoplastiche, aspetto che diventa limitante nel caso della leucemia linfatica cronica e di 
quei cloni neoplasici di linfoma che esprimono basse quantità di antigene. 
Pertanto, nonostante il miglioramento della risposta e della sopravvivenza, persistono due limiti 
importanti: la tossicità elevata dei trattamenti polichemioterapici e le recidive: una parte dei 
pazienti (in particolare quelli con una prognosi negativa alla diagnosi e pertanto ad alto rischio) 
non ottiene una risposta completa e la malattia residua non curata porta allo sviluppo di recidive 
che il più delle volte sono resistenti ai successivi trattamenti. 
È quindi importante trovare nuove terapie, soprattutto per questi pazienti ad alto rischio, 
refrattari alle terapie standard. 
Il lavoro di questi tre anni si è inserito in questo contesto, con lo scopo di trovare uno strumento 






La nostra attenzione nel campo delle nanotecnologie è stata attirata dai vantaggi che i sistemi 
nanometrici possono offrire nell’ambito del “drug delivery”. Le proprietà intrinseche dei vettori 
nanometrici (le piccole dimensioni, la capacità di trasportare molecole di vario tipo, la possibilità 
di modificarne la superficie per un “targeting” preciso) comportano una serie di vantaggi come la 
capacità di proteggere il farmaco dalla degradazione, di aumentarne l’emivita in circolo in modo 
da mantenere un’adeguata concentrazione terapeutica e di indirizzarlo verso specifici organi, 
tessuti o tipi cellulari.  
Il nostro studio si è concentrato sull'utilizzo di uno tra i diversi tipi di nanovettori attualmente 
studiati, le immuno-nanoparticelle polimeriche, che coniugano la specificità di legame degli 
anticorpi monoclonali con l’efficacia della chemioterapia ad alte dosi. In particolare abbiamo 
studiato un nuovo tipo di nanoparticelle biodegradabili (BNP, Biodegradable NanoParticles) 
rivestite con l’anticorpo chimerico anti-CD20 Rituximab e caricate con il clorambucile (CLB), 
un classico agente alchilante utilizzato nella terapia delle malattie linfoproliferative, e con 
l’idrossiclorochina (HCQ), un agente anti-malarico e anti-reumatico, recentemente riconosciuto 
anche come pro-apoptotico che agisce in maniera indipendente da p53. 
Il nostro obiettivo è stato quello di caratterizzare l’efficacia terapeutica delle BNP in vitro ed in 
vivo. In vitro abbiamo confermato dapprima la capacità e la selettività di legame delle BNP su 
cellule CD20-positive (linee cellulari di LB, di LLC e cellule isolate da pazienti con LLC). 
Dopodichè abbiamo valutato l’azione delle BNP nelle stesse linee cellulari, evidenziando la loro 
efficacia nell’indurre citotossicità specifica in confronto ai due farmaci non incapsulati e a 
Rituximab.  
I risultati raccolti sono stati promettenti, ma consapevoli del fatto che i dati in vitro non sempre 
rispecchiano gli effetti derivati dall’utilizzo di un agente terapeutico esistenti in vivo, ci siamo 
posti l’obiettivo di estendere gli studi a modelli animali. A questo scopo abbiamo sviluppato 
modelli di linfoma di Burkitt e di leucemia in topi SCID. I due modelli, una volta caratterizzati, 
ci hanno offerto uno strumento per studiare in vivo il potenziale terapeutico delle BNP. I 
protocolli terapeutici utilizzati in questo studio, ricavati dai dati tossicologici in animali sani, 
sono stati pensati per simulare il più possibile la situazione clinica, somministrando la prima 
dose di BNP quando le cellule neoplastiche sono già disseminate, come di solito accade al primo 
trattamento di un nuovo paziente. I risultati ottenuti evidenziano l’efficacia delle BNP nel 
prolungare la sopravvivenza dei topi in entrambi i modelli, garantendo non solo un significativo 






La raccolta di questi dati preclinici offre una prima analisi del potenziale terapeutico delle BNP e 
permette di giustificare i successivi studi preclinici e clinici necessari a completare la valutazione 
delle BNP per un loro potenziale futuro utilizzo clinico. Inoltre questi studi offrono le basi per 
applicare lo stesso approccio ad altri tipi di tumore o, più semplicemente, per migliorare 




















1.1. MALATTIE ONCOEMATOLOGICHE 
Le malattie oncoematologiche sono forme tumorali che colpiscono il midollo osseo, le cellule 
del sangue, i linfonodi e altre parti del sistema linfatico. Nel 2010 l’incidenza negli USA è stata 
di circa 137.000 nuovi casi tra leucemie, linfomi e mielomi, in totale il 9% delle diagnosi di 
cancro (1.5 milioni nel 2010) (TheLeukemia/LymphomaSociety 2010-2011). 
Queste malattie derivano da mutazioni del DNA a livello delle cellule staminali ematopoietiche o 
dei precursori ematopoietici a diversi livelli di maturazione. La cellula mutata produce una 
popolazione clonale con un elevato numero di cellule anormali che si moltiplicano e 
sopravvivono senza i normali controlli delle cellule sane. L’accumulo di queste cellule nel 
midollo, nel sangue o nei tessuti linfatici interferisce con la produzione e il funzionamento di 
globuli rossi, bianchi e piastrine (TheLeukemia/LymphomaSociety 2010-2011). 
La prima descrizione di quello che oggi è riconosciuto come un linfoma viene generalmente 
attribuita a Thomas Hodgkin nel 1832. Nel corso di quasi due secoli sono state scoperte e 
caratterizzate numerose entità differenti di tumori ematologici, e parallelamente è andata 
crescendo l’esigenza di una classificazione univoca. Inizialmente i tumori sono stati classificati 
soprattutto in base alla morfologia, ma con i progressi scientifici e medici che via via hanno 
permesso una maggior caratterizzazione della patologia, i criteri sono aumentati e hanno incluso 
la linea cellulare di derivazione, lo stadio di differenziamento cellulare (Kiel Classification) fino 
ad arrivare alla classificazione REAL (Revised European-American Classification of Lymphoid 
Neoplasms), pubblicata su Blood nel 1994, che definisce le diverse entità utilizzando diversi 
parametri: la morfologia, l’immunofenotipo, le caratteristiche genetiche, la presentazione clinica 
e il decorso (Morton, Turner et al. 2007).  
Nel 2001 la World Health Organization (WHO) ha introdotto una nuova classificazione (WHO 
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues), costruita sulla base delle 
precedenti, che rappresenta l’attuale “gold standard” per la classificazione di tutte le neoplasie 
ematopoietiche (Jaffe, Harris et al. 2008). Riaggiornata nel 2008, descrive ad oggi più di 50 
entità di linfoma e relativi sottogruppi definiti sulla base di un approccio multiparametrico che 
integra criteri morfologici, immunoistochimici, genetici e clinici (de Jong and Balague Ponz 
2011).
Una prima suddivisione dei tumori ematologici può essere fatta sulla base delle due grandi linee 





tumori della linea mieloide originano da granulociti, eritrociti, trombociti, macrofagi e mast 
cellule. Le neoplasie linfoidi invece includono i linfomi, le leucemie e i mielomi e originano 
dalla trasformazione tumorale di cellule linfoidi, ovvero cellule B, T, NK e plasmacellule, a vari 
stati di differenziamento. Insieme ,le neoplasie linfoidi costituiscono il sesto gruppo di tumori del 
mondo.  
1.1.1. Linfomi non-Hodgkin 
Linfoma è un termine generale usato per raggruppare le neoplasie che originano nei tessuti 
linfatici. I linfomi si sviluppano quando un linfocita subisce una trasformazione neoplastica e va 
incontro ad una moltiplicazione incontrollata il cui risultato finale è la riduzione delle cellule 
sane a favore di quelle tumorali, che si accumulano in linfonodi, fegato, milza e altri siti del 
corpo (TheLeukemia/LymphomaSociety 2010-2011). Per questo motivo, dal momento che i 
linfociti, attraverso i vasi linfatici, circolano in tutto l’organismo, i linfomi sono considerati 
malattie sistemiche. I linfociti tumorali non sono in grado di svolgere la loro funzione all’interno 
del sistema immunitario, determinando per i pazienti una maggior suscettibilità alle infezioni. 
I linfomi sono la terza più frequente neoplasia a livello mondiale, costituiscono il 5% dei tumori 
maligni e la quinta causa di morte per cancro (www.airc.it.). Sono in aumento nei paesi 
occidentali a sviluppo industriale e l’incidenza aumenta con l’età. 
Le principali varianti sono il linfoma non-Hodgkin (LNH) e il linfoma (o morbo) di Hodgkin 
(LH), una forma tumorale meno comune. Nonostante entrambe le varianti infiltrino gli organi 
reticolo-endoteliali, sono distinte sia biologicamente che clinicamente. I linfomi non-Hodgkin si 
distinguono dai linfomi di Hodgkin in base alla derivazione cellulare, le sedi di malattia, la 
presenza di sintomatologia sistemica, le traslocazioni cromosomiche, la curabilità (www.airc.it).  
 
I linfomi non-Hodgkin sono un gruppo eterogeneo di neoplasie del sistema emolinfopoetico che 
hanno origine dai linfociti B o dai linfociti T. Nell’ultima classificazione della WHO si 
descrivono oltre 40 forme di LNH, che differiscono tra di loro per caratteristiche istologiche, 
biopatologiche e cliniche.  
La maggioranza delle neoplasie linfoidi (80-85%) origina da cellule B e si suddivide 
principalmente in 4 sottotipi: il linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL), che costituisce la 
forma più comune di linfoma nell’adulto (35-40% dei LNH dell’adulto), il linfoma follicolare 
(FL) (30%), il linfoma mantellare (MCL) (3-10%) e il linfoma di Burkitt (BL) che costituisce la 
forma più frequente di linfoma dell’infanzia (30-50%) ma è raro negli adulti (1-2%) (Hartmann, 





costituiscono il 3% di tutti i tumori maligni. L’incidenza dei LNH è in continua crescita e nel 
2010 sono stati diagnosticati negli Stati Uniti 65.000 nuovi casi di LNH che ad oggi 
rappresentano la sesta più comune causa di morte per cancro (TheLeukemia/LymphomaSociety 
2010-2011). 
Inoltre l’incidenza aumenta con l’aumentare dell’età, raggiungendo un picco dopo i 70 anni e 
con una mediana di insorgenza di 65 anni; è bene tuttavia ricordare che alcuni LNH aggressivi 
tendono ad interessare soggetti più giovani (www.ail.it). 
1.1.1.1. Cause  
I fattori di rischio di questa malattia non sono noti con certezza. Molti casi di LNH insorgono 
spontaneamente senza cause evidenti o conosciute. Esistono tuttavia fattori predisponenti e 
causali quali le immunodeficienze, le malattie autoimmuni, alterazioni genetiche, alcuni agenti 
infettivi, chimici e fisici. 
Per quanto riguarda le immunodeficienze, sia quelle congenite che quella acquisita (AIDS), non 
solo sono causa di deficit del sistema immunitario ma sembrano anche favorire l’insorgenza dei 
linfomi. Anche i pazienti che ricevono agenti immunosopressivi in seguito a trapianti di organo o 
midollo sono a rischio di sviluppare malattie linfoproliferative post-trapianto. L'associazione tra 
immunosoppressione e induzione di LNH sembra essere convincente perché se 
l'immunosoppressione è reversibile (per esempio nel caso dei farmaci immunosoppressori) una 
parte di questi casi di linfomi regredisce spontaneamente.  
Tra le malattie autoimmuni la tiroidite di Hashimoto e la malattia celiaca si possono talvolta 
associare con linfomi a partenza rispettivamente dalla tiroide o dall’intestino. I LNH sono inoltre 
la neoplasia più comune nei pazienti con la sindrome di Wiskott-Aldrich (Gore and Trippett 
2010). 
È presente talvolta un’associazione con alcuni agenti microbiologici. Ad esempio l’infezione da 
virus di Epstein-Barr (EBV) è un fattore predisponente allo sviluppo della forma endemica del 
linfoma di Burkitt o dei linfomi EBV correlati; i virus dell’epatite B e C favoriscono lo sviluppo 
di alcuni linfomi indolenti in pazienti portatori o affetti da epatite, così come l’Helicobacter 
Pylorii può essere associato ai LNH gastrici (www.airc.it). 
Oltre a tutti questi fattori di rischio, i progressi scientifici degli ultimi decenni hanno evidenziato 
l’importanza delle alterazioni genetiche nella tumorigenesi del linfoma. I LNH rispecchiano in 
diversi casi lo stadio di maturazione delle cellule B normali; ad esempio il linfoma mantellare si 
riferisce alla cellula B naive allo stadio pre-germinale, mentre il linfoma di Burkitt o il DLBCL 






Figura 1. Principali step del differenziamento funzionale dei linfociti B e le corrispondenti malattie 
linfoproliferative: B-ALL (leucemia linfatica acuta a cellule B), BCLL (leucemia linfatica cronica a 
cellule B), SLL (linfoma a piccoli linfociti), MCL (linfoma mantellare), FL (linfoma follicolare), DLBCL 
(linfoma diffuso a grandi cellule B), MZL (linfoma a cellule B della zona marginale), LPL (leucemia 
prolinfocitica), MM (mieloma multiplo) PCL (leucemiaplasmacellulare). 
 
Specifiche alterazioni cromosomiche avvengono ai diversi stadi e caratterizzano le diverse forme 
di linfoma. Le principali alterazioni coinvolte nella trasformazione linfomatosa sono le 
traslocazioni cromosomiche, che risultano nella deregolazione di geni coinvolti nello sviluppo, 
proliferazione e sopravvivenza delle cellule B, come ad esempio le traslocazioni a livello del 
gene BCL6 nel 30-40% dei casi di DLBCL, quelle di BCL2 nell’85% dei linfomi follicolari e 
MYC in più dell’80% dei linfomi di Burkitt (Hartmann, Ott et al. 2008; de Jong and Balague 
Ponz 2011). Si può notare che in alcuni tipi di linfoma (es. mantellari, Burkitt) la presenza della 
traslocazione cromosomica caratterizza la totalità dei casi, rappresentando un marker diagnostico 
e biologico della malattia. Viceversa, in altri tipi di LNH (es. DLBCL) la lesione è presente solo 
in una frazione dei casi, a dimostrare una eterogeneità biologica che non può essere riconosciuta 
dalle attuali tecniche diagnostiche. 
Gli eventi genetici chiave dello sviluppo e maturazione di una normale cellula B riguardano il 
riarrangiamento genico dei segmenti V, D, J per la formazione del recettore (BCR) durante i 
primi stadi di maturazione nel midollo osseo e lo switch isotipico e l’ipermutazione somatica 
della cellula B attivata durante la formazione del centro germinativo nei follicoli linfoidi dopo 
l’incontro con un antigene. 
Questo fisiologico rimodellamento del DNA (con le rotture del doppio filamento e i 
riarrangiamenti) comporta un rischio intrinseco di introduzione di alterazioni genetiche. Come 
conseguenza molti linfomi sono caratterizzati da traslocazioni cromosomiche reciproche che 
affiancano ai loci delle immunoglobuline (Ig) geni che regolano la normale attivazione e 
proliferazione cellulare. Quindi, sebbene la linfomagenesi sia un processo multistep causato dal 
graduale accumulo di fattori di rischio di vario tipo, l’evento chiave per lo sviluppo di molte 






1.1.1.2. Presentazione clinica 
Il linfoma esordisce tipicamente con un ingrossamento delle ghiandole linfatiche localizzate in 
una o più stazioni linfonodali superficiali (collo, ascelle e inguine), ma in un terzo dei casi 
possono essere colpite le vie digerenti superiori, l’intestino, il midollo osseo, il sistema nervoso 
centrale (SNC) o la cute. L’ingrossamento dei linfonodi è quasi sempre non doloroso. Ci può 
essere diffusione dalla sede di origine ad altri linfonodi e infine alla milza, al fegato e al midollo 
osseo; la disseminazione delle cellule tumorali può anche avvenire nel sangue con un quadro 
simile a quello della leucemia. Inoltre può essere presente un deficit dell’immunità cellulo-
mediata che può interessare sia i linfociti B che i linfociti T e che espone i pazienti ad un elevato 
rischio infettivo, soprattutto durante il trattamento. 
Nel 10-15% dei casi (minor frequenza rispetto al linfoma di Hodgkin) si manifestano sintomi 
come febbre ricorrente, tosse persistente e respiro corto, sudorazioni notturne, prurito e perdita di 
peso, che possono rappresentare un segno indiretto di malattia in fase avanzata. Altri segni di 
LNH possono includere dolore alle ossa, dolore toracico, dolore addominale, rash, 
ingrossamento della milza, stanchezza.  
Tuttavia è molto difficile identificare una sintomatologia specifica per il linfoma e questo rende 
difficile la diagnosi. 
1.1.1.3. Diagnosi 
La diagnosi di LNH viene effettuata mediante biopsia escissionale di un linfonodo con 
successivo esame istologico. È importante stabilire il tipo istologico del linfoma, ossia verificare 
il “grado” del tumore, soprattutto ai fini di una scelta terapeutica idonea e ottimale. Tale 
classificazione “operativa” suddivide i LNH in tre diversi sottogruppi a basso, intermedio e alto 
grado di malignità, in base a diversi parametri: il grado di aggressività (più attive sono le cellule 
tumorali, maggiore è il grado di malignità), il sottotipo (classificato in base alle caratteristiche 
istologiche), lo stadio (ovvero la localizzazione e l’estensione). 
I linfomi a basso grado sono anche detti indolenti perchè caratterizzati da un decorso clinico 
lento e generalmente asintomatico, si presentano comunemente con singole o diffuse tumefazioni 
linfonodali, in assenza di sintomi di rilievo associati. Non necessitano di un trattamento 
tempestivo, ma sono raramente guaribili e presentano un tipico andamento cronico-recidivante 
con poche possibilità di definitiva eradicazione. Sono molto più frequenti nell’età adulta. 
I linfomi a grado intermedio e alto, spesso classificati come aggressivi, sono caratterizzati da un 
esordio brusco, si sviluppano rapidamente (rapida crescita delle tumefazioni linfonodali, 





necessitano di un trattamento immediato. Sono più frequenti nel giovane adulto e nel bambino e 
in passato erano associati con una sopravvivenza molto bassa, tuttavia l'introduzione di 
associazioni chemioterapiche aggressive e di nuovi approcci immunoterapici hanno permesso di 
migliorare la sopravvivenza a lungo termine libera da malattia in buona parte di questi pazienti. 
Una volta effettuata la diagnosi, per studiare l’estensione della malattia (cioè stabilirne il grado), 
individuare i fattori prognostici, seguire nel tempo la sua evoluzione e l’efficacia della terapia 
possono essere utili, a seconda dei casi, ulteriori analisi come esami del sangue completi 
(l’anemia è un evento di facile riscontro, la velocità di eritro-sedimentazione (VES) e l’enzima 
lattato deidrogenasi (LDH) sono frequentemente aumentati), l’ecografia, gli esami radiologici 
quali la TAC, la risonanza magnetica, la biopsia osteomidollare bilaterale (per escludere 
eventuale coinvolgimento del midollo osseo) e, in alcuni casi, la PET. Infine in certi casi (solo 
nei linfomi aggressivi) è raccomandata la rachicentesi (Armitage 2009). 
1.1.1.4. Stadiazione 
Il metodo di stadiazione comunemente usato per i LNH è quello di Ann-Arbor e si basa sul 
numero di siti di localizzazione del tumore (linfonodali ed extra linfonodali) e sulla presenza o 
assenza di sintomi sistemici. 
Prevede 4 diversi stadi: 
STADIO I: interessamento di un solo linfonodo o di una sola stazione linfonodale (uno o più 
linfonodi contigui); 
STADIO II: interessamento di due o più stazioni linfonodali dallo stesso lato del diaframma; 
STADIO III: interessamento di stazioni linfonodali da entrambi i lati del diaframma; 
STADIO IV: interessamento di strutture extralinfonodali (più frequentemente del midollo osseo 
e del fegato) con o senza coinvolgimento linfonodale. 
In pratica, un linfoma allo stadio I e II è una malattia localizzata, agli stadi III e IV è una malattia 
diffusa. 
Si distinguono poi in stadio A o B per l’assenza o la presenza di sintomi sistemici (febbre, 
dimagrimento e sudorazione). I pazienti senza sintomi si considerano a prognosi migliore. 
La lettera S viene usata per indicare il coinvolgimento splenico. 
La lettera E è usata per indicare il coinvolgimento di un organo situato al di fuori del sistema 
linfatico (es. polmone). 
Il termine “bulky” viene usato per identificare una grossa massa tumorale (massa mediastinica 
evidenziata ad una radiografia del torace standard oppure massa linfonodale di dimensioni 





1.1.1.5. Fattori prognostici 
Vi sono diversi fattori prognostici sfavorevoli per i LNH che possono influenzare la probabilità 
di ottenere la remissione completa e la sopravvivenza. Alcuni sono correlati alla potenziale 
malignità del tumore e sono lo stadio avanzato (III-IV) e la grandezza del tumore, un elevato 
numero di sedi linfonodali coinvolte, la presenza di sedi extranodali, l’infiltrazione del midollo, 
elevati livelli sierici di LDH, di albumina e di β2-microglobulina. Altre riflettono la risposta 
dell'organismo al tumore (performance status e sintomi al momento della diagnosi) o la capacità 
del paziente di sopportare una terapia aggressiva (età avanzata e presenza di eventuali 
comorbidità, in particolare patologie cardiache, renali, polmonari). L'indice che ha dimostrato la 
maggiore utilità negli ultimi anni è l'International Prognostic Index (IPI), che utilizza 5 parametri 
(età, performance status, stadio, siti extranodali, LDH) e si è dimostrato in grado di prevedere 
con sufficiente attendibilità la probabilità di sopravvivenza a 5 anni dei pazienti con linfoma, e a 
seconda della loro età e del numero di fattori sfavorevoli presenti distingue gruppi prognostici di 
basso, basso-intermedio, alto-intermedio e alto rischio (Nicolaides, Dimou et al. 1998). Vari 
studi scientifici hanno preso in esame la correlazione esistente tra l’espressione di marcatori 
cellulari e la prognosi, ma questo aspetto rimane ancora controverso. È stata esaminata ad 
esempio l'espressione di un antigene nucleare (Ki-67), espresso anche in cellule normali 
proliferanti, che è strettamente associato alla proliferazione cellulare. Il fatto che la proteina Ki-
67 sia presente in tutte le fasi attive del ciclo cellulare (G1, S, G2, e mitosi), ma assente da 
cellule quiescenti (G0), la rende un eccellente marcatore per determinare la cosiddetta frazione di 
crescita di una popolazione cellulare. L’indice di marcatura Ki-67 (cioè la frazione di cellule 
tumorali Ki-67-positive) è spesso correlato con il decorso clinico della malattia. I più studiati 
esempi in questo contesto sono i carcinomi della prostata e della mammella, tuttavia 
recentemente un’analisi multivariata ha riportato che nei DLBCL questo antigene è un fattore 
predittivo indipendente della sopravvivenza e che pazienti con più del 60 % delle cellule positive 
per Ki-67 hanno una sopravvivenza media significativamente più breve (Gerdes 1990). 
Altri studi si sono focalizzati sul ruolo delle citochine, il cui rilascio da parte delle cellule 
linfomatose è in parte responsabile dei sintomi sistemici. Secondo questi studi le citochine 
giocano un ruolo importante anche nella patogenesi del linfoma. Un elevato livello sierico o 
tissutale di citochine potrebbe contribuire alle alterazioni cliniche e istopatologiche dei LNH, in 
particolar modo è stato dimostrato che i livelli di TNF-α, IL-2, CD44 sierico (sCD44) sono tutti 
aumentati nei LNH e sono correlati al carico tumorale, alla presenza dei sintomi e ad altre 
variabili cliniche e laboratoristiche che sono comunemente usate come IPI per i LNH. Tali 





Alkilani et al. 2008). Altri studi hanno evidenziato invece l’influenza di polimorfismi genetici 
dei geni delle citochine nella predizione di sopravvivenza e prognosi (Aschebrook-Kilfoy, Zheng 
et al. 2012). 
1.1.2. Linfoma di Burkitt 
Il linfoma di Burkitt (LB), detto anche a piccole cellule non-clivate, è un linfoma non-Hodgkin 
altamente aggressivo che colpisce prevalentemente in età pediatrica, con una manifestazione 
maggiore tra 3 e 5 anni (Pagano, Caira et al. 2009). 
La classificazione WHO distingue 3 varianti cliniche del LB che sono associate a 3 diverse 
manifestazioni cliniche: la forma endemica, la forma sporadica e quella HIV-associata. Sono 
simili istologicamente, ma differiscono nella distribuzione geografica e nel grado di associazione 
con l’Epstein-Barr Virus. La forma endemica si ritrova prevalentemente in Africa Equatoriale e 
Papua Nuova Guinea e nel 95% dei casi è associata a EBV. La forma sporadica, che costituisce 
l’1-2% dei linfomi negli adulti e il 30-50% dei linfomi pediatrici negli Stati Uniti e nell’Europa 
occidentale, non si manifesta in aree geografiche definite e solo il 15% è EBV positiva; infine il 
40% di quella HIV-associata è EBV positiva. In quest’ultimo caso sembra che 
l’immunodeficienza risultante dall’infezione da HIV sia responsabile della riattivazione 
dell’EBV latente nelle cellule B, le quali progrediscono nello sviluppo tumorale (God and Haque 
2010; Jaffe and Pittaluga 2011). Questi dati supportano l’ipotesi che l’EBV sia un cofattore nella 
patogenesi del linfoma e, secondo alcuni studi, agisce bloccando l’apoptosi (Bieging, Swanson-
Mungerson et al. 2010). 
Per quanto riguarda la forma endemica, sembra che la sua distribuzione geografica sia 
sovrapponibile a quella della malaria, suggerendo il coinvolgimento di quest’ultima come fattore 
di rischio (God and Haque 2010). 
1.1.2.1. Cause 
Tutte le forme di LB presentano una caratteristica citogenetica precisa: la traslocazione reciproca 
t(8;14), con le sue varianti t(2;8) e t(8;22), in seguito alla quale il proto-oncogene MYC sul 
cromosoma 8 viene unito o al locus delle catene pesanti delle immunoglobine sul cromosoma 14 
(nell’80% dei casi), o al locus della catena leggera kappa sul cromosoma 2, o al locus della 
catena leggera lambda sul cromosoma 22 (Bieging, Swanson-Mungerson et al. 2010).  
MYC, che viene riconosciuto come uno degli oncogeni maggiormente attivati nei tumori, 
codifica per il fattore di trascrizione c-myc, appartenente alla famiglia di proteine che 





regolazione di ciclo cellulare, proliferazione, differenziamento e apoptosi. In condizioni normali 
c-myc è attivato in risposta a fattori mitogeni e represso se esposto a segnali anti-proliferativi. La 
traslocazione sul locus delle Ig porta ad una deregolazione e costitutiva espressione di c-myc, 
con un effetto finale di proliferazione incontrollata e superamento dei segnali apoptotici (God 
and Haque 2010). 
I punti di rottura colpiti dalla traslocazione t(8;14) possono localizzarsi in diversi regioni sia del 
gene MYC che del locus delle Ig e variano tra le diverse forme di LB. Queste diverse 
localizzazioni suggeriscono che la formazione della traslocazione avvenga in momenti diversi 
durante lo sviluppo delle cellule B. Nello specifico, nei casi endemici la traslocazione avviene 
principalmente durante il riarrangiamento VDJ e l’ipermutazione somatica, mentre nei casi 
sporadici soprattutto durante lo switch isotipico (Hartmann, Ott et al. 2008). 
Il fatto che la traslocazione avvenga durante le fasi di sviluppo delle cellule B nei centri 
germinativi (GC) conferma che il LB è un linfoma che origina nel centro germinale, 
caratteristica rafforzata dal fatto che le cellule del Burkitt assomigliano fenotipicamente ai 
centroblasti e mostrano segni di ipermutazione somatica, caratteristiche comuni alle cellule B dei 
GC (God and Haque 2010). 
1.1.2.2. Presentazione clinica 
La forma endemica si presenta come un tumore di origine mandibolare che si diffonde a sedi 
extralinfonodali, specialmente nel midollo osseo e nelle meningi. L’incidenza annuale è di 10 
casi su 100.000 bambini (Bieging, Swanson-Mungerson et al. 2010). 
La forma sporadica ha una presentazione addominale con malattia massiva, ascite, 
coinvolgimento cutaneo, osseo, linfonodale superficiale. Tendenzialmente origina nel tessuto 
linfatico di intestino o tratto respiratorio superiore, spesso presentandosi come masse nell’anello 
di Waldeyer o nell’ileo terminale. I sintomi sono solitamente aspecifici: dolore addominale, 
nausea, vomito, ostruzione intestinale, emorragia gastro-intestinale. Oltre ai linfonodi può esserci 
coinvolgimento di reni, pancreas, fegato, milza, seni o ovario. Al momento della diagnosi, i 
pazienti possono avere una malattia cosiddetta “bulky” ed elevati livelli di lattato deidrogenasi e 
acido urico. 
In alcuni casi vi è coinvolgimento del sistema nervoso centrale (13-17% dei casi) e del midollo 
osseo (30-40%), quest’ultimo più comunemente durante la progressione della malattia (Pagano, 
Caira et al. 2009). L’incidenza annuale è di 0,2 casi su 100.000 bambini.  






1.1.2.3. Diagnosi  
La diagnosi si basa sulla caratterizzazione morfologica e immunofenotipica, a cui viene aggiunta 
l’analisi genetica per la ricerca della traslocazione di MYC (Rosenwald and Ott 2008). Dal punto 
di vista citologico, il LB è caratterizzato da un infiltrato uniforme di blasti linfoidi con variazioni 
citologiche minime. Le cellule sono di medie dimensioni, con nuclei tondeggianti, cromatina 
moderatamente condensata, e nucleoli basofili multipli. Il citoplasma è fortemente basofilo, 
contiene vacuoli lipidici, che sono probabilmente una manifestazione dell’elevato tasso di 
proliferazione e di morte spontanea. L’aspetto complessivo dei linfociti B maligni cosiddetto “a 
cielo stellato” (starry sky pattern), caratteristico del linfoma di Burkitt, è una manifestazione dei 
numerosi macrofagi benigni che hanno inglobato i frammenti nucleari o apoptotici delle cellule 
tumorali (Jaffe and Pittaluga 2011). Dal punto di vista immunofenotipico le cellule si presentano 
come linfociti B maturi che esprimono sulla superficie Ig della classe delle IgM, e gli antigeni 
CD19, CD20, CD22 e CD79a. Sono inoltre CD10 e BCL6 positive, antigeni che confermano la 
definizione di linfoma del centro germinativo. Le cellule sono invece negative per CD5, CD23, 
ciclina D1, Tdt e BCL2. Il CD21, che rappresenta il recettore del componente complementare 
C3d e dell’EBV, è comunemente espresso sulla superficie della forma endemica, mentre il 
linfoma di Burkitt sporadico è tipicamente CD21 negativo, caratteristica in accordo con la bassa 
frequenza di infezione latente di EBV in questa forma (Armitage 2009). Infine, la frazione di 
proliferazione misurata come Ki-67 è vicina al 100%, a conferma dell’alto tasso di proliferazione 
(Rosenwald and Ott 2008). 
1.1.2.4. Stadiazione 
Nonostante la stadiazione di Ann-Arbor sia la più utilizzata nei LNH dell’adulto, nella letteratura 
pediatrica è comunemente impiegato il sistema di St. Jude/Murphy (Armitage 2009). Al 
momento della diagnosi, circa il 30% dei pazienti si presenta con una malattia limitata (I o II 
stadio), mentre il restante 70% ha già una malattia diffusa (III o IV stadio). Nei bambini con 
malattia diffusa il 12% presenta anche coinvolgimento del SNC e il 22% del midollo osseo. 
Invece negli adulti il 13-17% dei casi presenta interessamento del SNC e il 30-38% del midollo 
osseo (Ferry 2006). 
1.1.2.5. Fattori prognostici 
Nonostante non si sia ancora trovato un accordo su quali siano i fattori prognostici più rilevanti 
nel LB, numerosi studi hanno identificato alcune caratteristiche come l’età avanzata, un basso 





blasti circolanti, una malattia “bulky”, elevati livelli di LDH come fattori indicativi di una 
prognosi sfavorevole (Blum, Lozanski et al. 2004). 
1.1.3. Leucemia linfatica cronica 
Sulla base della cellula da cui prende origine la neoplasia, le leucemie vengono comunemente 
distinte in mieloidi e linfoidi, inoltre dipendentemente dalla velocità di progressione della 
malattia vengono distinte in acute e croniche. Nella leucemia acuta il numero di cellule tumorali 
aumenta più velocemente e la comparsa dei sintomi è precoce; nella cronica invece le cellule 
maligne tendono a proliferare più lentamente, anche se con il tempo anche queste ultime 
diventano aggressive e provocano un aumento delle cellule leucemiche all’interno del flusso 
sanguigno (www.airc.it). 
 
La leucemia linfatica cronica a cellule B (LLC-B) è una patologia linfoproliferativa cronica di 
natura monoclonale, caratterizzata dalla presenza di piccoli linfociti B maturi con fenotipo 
CD5+/CD19+/CD23+, con bassi livelli di espressione di immunoglobuline sulla membrana 
cellulare e bloccati in fase G0 del ciclo cellulare. Le cellule B si accumulano principalmente nel 
sangue periferico, nel midollo osseo, negli organi linfatici (milza e linfonodi) e molto raramente 
in sedi extralinfatiche. 
La LLC-B è una delle forme più comuni di leucemia in Occidente e ha un’incidenza annuale di 
5,17 su 100.000 persone (Masood, Sher et al. 2011); è una malattia dell’anziano: l’età media alla 
diagnosi è 72 anni e l’età media alla morte è 79 anni. Il 70% dei pazienti ha più di 65 anni e il 
rischio di sviluppare la patologia aumenta esponenzialmente con l’età (Gribben 2010). La LLC è 
rara prima della quarta decade di vita, mentre la sua incidenza cresce dopo i 40 anni, infatti si 
definiscono pazienti “giovani” coloro che hanno tra i 50-55 anni (Ferrajoli 2010). 
I fattori che causano la LLC-B non sono noti, si conoscono però casi di familiarità che 
aumentano la probabilità di sviluppo della patologia. In questi soggetti si è inoltre osservata 
l’anticipazione dell’insorgenza della malattia associata a un decorso clinico più grave. La forma 
sporadica di LLC e quella familiare sono indistinguibili, infatti non presentano differenze nella 
sopravvivenza o nel rischio di trasformazione in forme aggressive di linfoma, l’unica cosa che 
permette di distinguerle è l’età di insorgenza (Gribben 2010). 
1.1.3.1. Presentazione clinica 
La LLC è una malattia eterogenea con prognosi variabile. Alcuni pazienti hanno un decorso 





forma aggressiva, tanto che il decorso clinico è difficile da controllare anche con la terapia 
(Motta, Wierda et al. 2009). 
La diagnosi di LLC-B avviene spesso casualmente durante lo svolgimento di esami di routine. In 
altri casi l’infiltrazione delle cellule neoplastiche nel midollo osseo e in altri tessuti inducono dei 
sintomi più o meno gravi nel paziente: anemia e/o piastrinopenia, aumento di volume dei 
linfonodi, splenomegalia (nel 90% dei casi) e più raramente epatomegalia (nel 50% dei casi), ma 
anche astenia, perdita di peso, malessere, febbre, infezioni ricorrenti, sudorazione notturna. La 
presenza di anemia e/o piastrinopenia, se non è dovuta a cause autoimmuni, è sintomo 
d’invasione midollare di grado elevato.  
Il paziente affetto da LLC è predisposto allo sviluppo di infezioni perché presenta uno stato di 
malfunzionamento dell’immunità cellula-mediata e della risposta umorale. Un difetto 
dell’immunità innata che si presenta in questi pazienti è l’ipogammaglobulinemia che provoca 
un quadro di immunodeficienza ad elevata mortalità per infezioni. Infatti, la causa di decesso più 
frequente nei pazienti non è la LLC ma le patologie concomitanti, dovute al quadro di infezioni 
che si sviluppano e all’età avanzata dei soggetti affetti. Inoltre, in alcuni casi si ha l’insorgenza di 
sindromi evolutive, come la sindrome di Richter o la leucemia prolinfocitica, che determinano un 
peggioramento della prognosi.  
La sindrome di Richter consiste nella trasformazione della LLC in un linfoma non-Hodgkin 
aggressivo e si presenta nel 10% dei pazienti affetti. Lo sviluppo di questa sindrome si ha per 
trasformazione di un clone che acquisisce delle anormalità genetiche o più raramente rappresenta 
lo sviluppo di una neoplasia secondaria. La media di sopravvivenza in seguito a questa 
trasformazione è di pochi mesi, anche se la prognosi è migliore nei pazienti che sviluppano la 
sindrome e non sono stati trattati in precedenza (Gribben 2010). 
La leucemia prolinfocitica è l’altra sindrome evolutiva ed è caratterizzata da un rapido 
decadimento fisico e da una prognosi infausta. Questa sindrome si presenta con splenomegalia 
ed epatomegalia e da sintomi quali febbre, astenia ed infezioni. I linfociti monoclonali nel 
midollo e nel sangue periferico sono di grandi dimensioni, con ampio citoplasma ed evidente 
nucleolo. Tale popolazione è prevalente e presente nel midollo in proporzione > al 50% 
(Kjeldsberg and Marty 1981).  
In alcuni casi si riscontra l’insorgenza di altre neoplasie che sono dovute al deficit immunologico 








La diagnosi di LLC-B si basa sull’esame dell’emocromo con formula leucocitaria, sullo studio 
morfologico del sangue periferico e midollare e sull’analisi immunofenotipica dei linfociti.  
Si parla di LLC-B quando il numero di linfociti B nel sangue periferico è superiore a 5.000 
cellule/µL. Fino ad alcuni anni fa le linee guida richiedevano che la linfocitosi venisse 
riconfermata per almeno quattro settimane consecutive; attualmente le conoscenze e le capacità 
tecniche non rendono più necessario questo criterio temporale e la clonalità delle cellule B 
circolanti viene confermata da un esame citometrico.  
Le cellule neoplastiche che si trovano nel sangue sono linfociti maturi di piccole dimensioni con 
scarso citoplasma, il nucleo non presenta il nucleolo e la cromatina è organizzata in aggregati. 
Una caratteristica dello striscio di sangue di un paziente con LLC è la presenza delle cosiddette 
“ombre di Gumprecht”, ossia cellule degenerate che vengono rotte nell’allestimento del 
preparato. 
Le cellule atipiche (prolinfociti, linfoblasti) devono essere inferiori al 55%. Il superamento di 
questa percentuale nella conta dei prolinfociti, conferma la diagnosi di leucemia prolinfocitica 
(Hallek, Cheson et al. 2008). 
L’analisi immunofenotipica dei linfociti è importante per confermare la diagnosi, e le principali 
caratteristiche di queste cellule sono: la coespressione di CD5, che è un marcatore normalmente 
espresso sulle cellule T, e di CD19, CD20 e CD23, che sono marcatori delle cellule B; i livelli di 
immunoglobuline superficiali che sono bassi rispetto alle cellule B normali; infine l’espressione 
di un unico tipo di catena leggera delle immunoglobuline (ƙ o λ) (Hallek, Cheson et al. 2008). 
La valutazione dell’infiltrazione midollare non è richiesta per la diagnosi, ma è utile per definire 
il grado della neoplasia e la prognosi, oltre a permettere di determinare se la citopenia è 
provocata da un difetto autoimmune o dalla LLC stessa. L’infiltrazione del midollo osseo può 
essere nodulare, interstiziale, diffusa o una combinazione di questi casi (Gribben 2010). 
1.1.3.3. Stadiazione e prognosi 
La LLC è una malattia molto eterogenea con un decorso clinico estremamente variabile, con un 
intervallo di sopravvivenza che va da mesi ad anni, perciò è fondamentale ottenere una 
stratificazione dei pazienti alla diagnosi per predire la progressione della malattia, la 
sopravvivenza e l’eventuale approccio terapeutico. 
L’esame clinico e la conta nel sangue periferico dei linfociti B sono i metodi utilizzati per 






Fattori predittivi clinici 
Esistono due sistemi di stadiazione clinica che sono il sistema secondo Rai e quello secondo 
Binet. 
Il sistema secondo Rai si basa sul progressivo accumulo di cellule neoplastiche che si manifesta 
con un aumento di linfocitosi, con una progressiva linfadenopatia, con splenomegalia e con 
epatomegalia, seguito dall’infiltrazione del midollo osseo con lo sviluppo di anemia e 
trombocitopenia (Gribben 2010). 
I cinque stadi sono così definiti: 
STADIO 0: linfocitosi assoluta >5.000/μL più linfocitosi midollare >30%; 
STADIO I: linfocitosi e linfoadenomegalia; 
STADIO II: linfocitosi periferica ed epato/splenomegalia, con o senza linfoadenomegalia; 
STADIO III: linfocitosi e anemia con emoglobina (Hb)<11g/dL; 
STADIO IV: linfocitosi e piastrinopenia con piastrine (Plts)<100.000/μL. 
Questa classificazione è stata semplificata:  
- stadio a basso rischio (stadio 0): linfocitosi nel sangue periferico e nel midollo osseo con una 
sopravvivenza superiore ai 10 anni; 
- stadio a rischio intermedio (stadio I e II): linfadenopatia, splenomegalia, con o senza 
epatomegalia con una sopravvivenza di 7 anni; 
- stadio ad alto rischio (stadio III e IV): anemia e trombocitopenia con una sopravvivenza tra i 
0,75 e 4 anni.  
Il sistema di Binet prende in considerazione cinque potenziali aree coinvolte: linfonodi cervicali, 
ascellari, inguinali, milza e fegato. I pazienti sono suddivisi considerando il numero di siti 
coinvolti, la presenza di anemia e di trombocitopenia. 
In questo sistema ci sono tre stadi: 
STADIO A: linfocitosi periferica e midollare con meno di tre siti linfonodali coinvolti; non è 
presente anemia o trombocitopenia; la media di sopravvivenza è di 12 anni; 
STADIO B: linfocitosi periferica e midollare con più di tre aree linfoidi coinvolte; non è presente 
anemia o trombocitopenia; la media di sopravvivenza è di 7 anni. 
STADIO C: anemia con emoglobina <100 g/L e piastrinopenia con piastrine <100.000/μL, 
indipendentemente dal numero di aree linfoidi coinvolte (Gribben 2010). 
Il tempo di raddoppiamento dei linfociti (LDT) è un parametro che viene valutato facendo un 
emocromo ripetuto nel tempo e rappresenta un indice di proliferazione dei linfociti. Se il tempo 
affinché il numero dei linfociti raddoppi è lungo (>12 mesi) la prognosi sarà favorevole, mentre i 





Un altro parametro che può essere utile conoscere è il grado di infiltrazione midollare. Infatti in 
alcuni soggetti si verifica un’espansione del clone leucemico anche a livello del midollo osseo 
con effetti dannosi sul compartimento emopoietico. In passato l’infiltrazione del midollo osseo 
veniva inclusa tra i criteri diagnostici della LLC, ma attualmente non è necessaria per 
l’inquadramento diagnostico, anche se può essere utile nei casi di morfologia atipica. 
Un’infiltrazione diffusa, comunque, è correlata ad una prognosi peggiore. 
 
Fattori prognostici biologici 
Gli strumenti prognostici permettono al medico di gestire i pazienti affetti da LLC e di fornire 
loro una consulenza personalizzata in base al loro rischio individuale. 
I numerosi studi della biologia della LLC-B e dell’ambiente nel quale la patologia si sviluppa, 
hanno permesso di identificare dei fattori prognostici biologici con un valore predittivo che va al 
di là dei fattori clinici tradizionali (Shanafelt 2009). 
Spesso la patologia viene diagnosticata durante esami di routine quando ancora non sono visibili 
dei sintomi, perciò i pazienti presentano la malattia in stadio 0 di Rai che non permette 
adeguatamente di predire il rischio di progressione. Per superare questa limitazione sono stati 
studiati altri parametri di laboratorio per avere un’idea più precisa della patologia.  
Questi fattori predittivi comprendono: 
- la percentuale dei linfociti. Se la conta dei prolinfociti è <10% la probabilità di evoluzione della 
patologia è scarsa, se è compresa tra 10% e il 55% la probabilità che si sviluppi un progressivo 
aumento di prolinfocitosi è pari ad un terzo.  
- il valore di β2 microglobulina che è inversamente correlato con la sopravvivenza. La β2 
microglobulina è una componente proteica extracellulare associata non covalentemente con il 
complesso maggiore di istocompatibilità di classe I ed è presente in piccole quantità nel siero e 
nelle urine di soggetti normali. L’aumento di questo parametro, che è correlato al tempo di 
raddoppiamento linfocitario, indica un’amplificazione dell’attività proliferativa delle cellule 
neoplastiche, un’imminente progressione della malattia e la possibile trasformazione in sindrome 
di Richter.  
- il valore sierico di timidina chinasi (sTK). La sTK è un enzima coinvolto nella sintesi del DNA 
e quindi nella divisione cellulare. I livelli sierici di questo enzima sono in grado di identificare i 
pazienti affetti da una malattia indolente rispetto a quelli con un’elevata probabilità di 
progressione a breve termine. In particolare, livelli di TK <7,1U/L si associano ad un intervallo 
medio libero da progressione pari a 49 mesi, mentre livelli di TK >7,1U/L si associano ad un 





- il valore di CD23 solubile. La molecola CD23 è espressa sulla membrana dei linfociti B dove 
svolge diverse funzioni. I livelli dei frammenti prodotti dal clivaggio della molecola possono 
essere determinati nel siero del paziente e sono più elevati nei pazienti affetti da LLC. 
L’aumento del sCD23 è un indice affidabile di rischio di morte del paziente e se i livelli sono al 
di sopra di 574 U/mL il tempo di progressione della malattia è significativamente più breve 
(Sarfati, Chevret et al. 1996). 
- i livelli di angiopoietina-2 (ANG2). Questo fattore è una glicoproteina di 75kDa secreta in 
grado di legarsi alla tirosina chinasi del recettore Tie-2; ANG2, insieme a VEGF, è impegnata 
nel rimodellamento angiogenico. Alti livelli di questa proteina sono correlati con una ridotta 
sopravvivenza e con la riduzione del tempo che intercorre prima del trattamento (Maffei, 
Martinelli et al. 2010).  
 
Negli ultimi anni lo sviluppo di nuove tecniche di biologia molecolare ha permesso di 
determinare nuovi marcatori prognostici utilizzabili fin dalla diagnosi della malattia per predirne 
il decorso clinico, tra queste ci sono la citofluorimetria, l’analisi FISH, studi citogenetici e studi 
molecolari. I marcatori più studiati sono:  
1) Le mutazioni somatiche (SHM) dei geni codificanti per la porzione variabile delle catene 
pesanti delle immunoglobuline (IgVH). Le regioni ipervariabili della catena pesante delle Ig 
presenti sulla superficie cellulare dei linfociti B sono coinvolte nell’ipermutazione somatica, che 
è un processo fisiologico del linfocita B e che consiste nella formazione di mutazioni puntiformi 
che aumentano l’affinità dell’anticorpo per l’antigene. Diversi lavori hanno dimostrato che lo 
stato mutazionale delle IgVH può essere utilizzato come marker prognostico nella LLC. 
La presenza di mutazioni viene valutata confrontando la sequenza del DNA codificante per le 
IgVH raccolto da linfociti B di pazienti con LLC e la sequenza germinale. Quando la sequenza 
del DNA varia di oltre il 2% dalla sequenza germinale, si considera mutata. IgVH mutata si 
associa con un lungo intervallo libero da trattamento e quindi ad una prognosi migliore rispetto a 
IgVH non mutata.  
Un’eccezione a questa regola sono i pazienti con il segmento VH3-21, che appartiene al gruppo 
dei segmenti mutati ma si comporta come un clone non mutato e si associa ad alta frequenza di 
disfunzione di p53 e bassa sopravvivenza (Tobin, Thunberg et al. 2002). 
2) L’espressione di membrana di CD38. Il CD38 è un enzima presente sulla membrana dei 
linfociti B e di altri leucociti e partecipa all’adesione cellulare, alla trasduzione del segnale e alla 
regolazione della concentrazione citoplasmatica del calcio. L’aumento dell’espressione di CD38 





La presenza del CD38 nella LLC, quando stimolato dal CD31, che è il suo ligando, induce la 
cascata del segnale che stimola la proliferazione delle cellule leucemiche e ne aumenta la 
sopravvivenza (Deaglio, Vaisitti et al. 2006). 
Il primo parametro ad essere correlato con lo stato di mutazione delle IgVH è stato proprio il 
CD38, che è positivo nei linfoblasti che presentano geni delle IgVH non mutati (Damle, Wasil et 
al. 1999). Gli studi effettuati su questo parametro hanno confermato che nella maggior parte dei 
casi CD38+ l’andamento della malattia è più aggressivo e il tempo di sopravvivenza è più breve 
rispetto ai casi CD38-.  
Vi sono però dei problemi nell’utilizzo di questo marker in quanto l’espressione del CD38 può 
variare durante l’intero decorso della malattia e soprattutto dopo l’inizio della terapia (Hamblin, 
Orchard et al. 2002; Ghia, Guida et al. 2003). Inoltre, resta controverso il valore soglia di 
espressione che deve essere utilizzato: tradizionalmente, i casi di LLC-B con una quota di cellule 
CD38+ superiore al 30% sono caratterizzati da una prognosi negativa; ma il valore di cut-off per 
cui separare i casi di CD38+ da quelli CD38- non è definito in modo univoco, infatti per alcuni 
autori è il 20% (Ibrahim, Keating et al. 2001) e per altri il 7% (Ghia, Guida et al. 2003). Questi 
valori sembrano potenzialmente validi per identificare gruppi di pazienti che sono a rischio di 
progressione della malattia. 
È stata dimostrata in molti casi la coespressione sulla membrana plasmatica dei linfociti B delle 
molecole CD38 e CD49d. Il CD49d è una molecola di adesione variabilmente espressa nelle 
cellule di LLC; una percentuale di espressione maggiore del 30% permette di discriminare i 
pazienti in due gruppi prognostici (Rossi, Zucchetto et al. 2008). 
3) L’espressione intracitoplasmatica di ZAP-70. 
ZAP-70 (70kDa ζ-chain associated protein) è una tirosin chinasi con un ruolo nell’inizio della 
via di trasduzione del segnale del TCR (recettore dei linfociti T) ed è espressa normalmente nelle 
cellule T e nelle cellule natural killer. 
L’espressione di ZAP-70 nei linfociti B è bassa o del tutto assente in condizioni fisiologiche, ma 
in alcuni casi di LLC la proteina viene espressa anche dalle cellule B ed è funzionalmente attiva. 
In questa circostanza svolge il suo ruolo regolando il segnale mediante il BCR (Chen, Widhopf 
et al. 2002; Chen, Apgar et al. 2005). 
L’espressione di ZAP-70 è correlata con l’assenza di mutazioni a livello dei geni per le IgVH, 
tanto che inizialmente questo parametro è stato considerato dipendente dallo stato mutazionale. 
(Wiestner, Rosenwald et al. 2003) 
Oggi, invece, ZAP-70 è un marcatore con un ruolo prognostico indipendente; anche se in diversi 





cellule leucemiche, la prognosi è negativa (Crespo, Bosch et al. 2003). La valutazione di ZAP-70 
se abbinata con altri parametri, come ad esempio CD38, può essere molto informativa sul tempo 
del primo trattamento in casi di LLC in stadio precoce (Del Giudice, Morilla et al. 2005). 
Non è chiaro se il parametro ZAP-70 subisce delle variazioni nel tempo.  
4) La presenza di alterazioni cromosomiche. 
La LLC non è caratterizzata da una singola e specifica alterazione cromosomica ma nelle cellule 
di questa neoplasia si possono trovare diverse alterazioni genomiche che hanno un ruolo 
prognostico.  
La valutazione delle aberrazioni cromosomiche di una cellula viene effettuata prevalentemente 
attraverso la FISH, che permette di individuare le principali perdite o acquisizioni di materiale 
che sono presenti in cloni neoplastici di linfociti B e che sono rappresentate dalle delezioni 
13q14, 11q22-23 (ATM), 17p13 (p53) e 6q21 e la trisomia del cromosoma 12. 
L’alterazione più frequente è la delezione del braccio lungo del cromosoma 13 (del13q14) che è 
presente in circa il 50% dei casi. Questa modificazione coinvolge il miR-15 e il miR-16 che 
controllano dei geni antiapoptotici come BCL2, perciò questa mutazione è considerata uno dei 
principali fattori coinvolti nella prevenzione dell’apoptosi (Cimmino, Calin et al. 2005). 
In questa regione cromosomica è localizzato anche il gene DLEU2 (deleted in lymphocytic 
leukemia) che sembra coinvolto nella patogenesi della LLC (Klein, Lia et al.).  
I pazienti che presentano solo l’alterazione del13q14 hanno una buona prognosi.   
La seconda alterazione in ordine di frequenza è la trisomia del cromosoma 12 che è presente nel 
25% dei casi. La sua presenza non sembra influenzare in modo significativo la sopravvivenza, ad 
eccezione dei casi in cui si trova associata con una morfologia atipica e geni IgVH non mutati 
che determinano una prognosi sfavorevole.   
La del11q22-q23 è presente nel 10-20% dei casi e coinvolge il gene ATM (Ataxia Telangiectasia 
Mutated). ATM è una serin/treonina chinasi che è reclutata e attivata dalla rottura del doppio 
filamento di DNA e che fosforila diverse proteine che sono coinvolte nella riparazione dei danni 
al DNA, nell’arresto della replicazione e nell’apoptosi, come p53. Questa mutazione è associata 
a linfadenopatia e a una sopravvivenza breve (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000). 
La del17p13 è presente nel 7% dei casi di LLC e coinvolge il gene TP53 che codifica per la 
proteina p53, un fattore di trascrizione che regola il ciclo cellulare e ricopre la funzione di 
soppressore tumorale. Questa mutazione determina la prognosi peggiore ed è frequentemente 
associata alla resistenza al trattamento con agenti chemioterapici tradizionali (Gribben 2010).  
Il numero delle alterazioni genomiche può variare durante il corso della patologia e alcune 





I fattori citati sono quelli maggiormente accreditati e più studiati per la classificazione dei 
pazienti con LLC, anche se si continuano a cercare marker prognostici che permettano sia di 
avere una stratificazione più dettagliata, utile per predire la prognosi e per scegliere il regime di 
trattamento più efficace, sia per approfondire le conoscenze biologiche sulla patologia.  
1.2. CHEMIOTERAPIA 
1.2.1. Trattamento dei LNH 
In generale, gli obiettivi della terapia possono essere due: eradicare o contenere la malattia. 
Sicuramente l’eradicazione della malattia è da perseguire nei LNH ad alto grado di aggressività, 
poiché, sulla base di dati retrospettivi, è sicuramente possibile guarire in maniera definitiva il 50-
60% dei pazienti. Al contrario il concetto di contenimento è riferibile soprattutto alle forme di 
linfoma a basso grado di aggressività, dove l’eradicazione della malattia è un obiettivo più 
difficile da raggiungere (non superiore al 30-40%) e spesso permane una piccola malattia residua 
che permette una vita di relazione pressoché normale con una lunga sopravvivenza.  
Sebbene nel complesso si concordi sul trattamento dei LNH, gli approcci terapeutici per tutti i 
sottotipi istologici sono in continua evoluzione e sono diversificati in base al grado di malignità 
istologica, alle caratteristiche del linfoma e agli indici prognostici.  
La chemioterapia, ovvero la polichemioterapia basata sulla combinazione di più farmaci, è il 
trattamento principale dei LNH. In caso di tumore localizzato, coinvolgimento del SNC, pazienti 
in ricaduta si può ricorrere anche alla radioterapia. L’intervento chirurgico invece è ristretto ai 
casi con tumore addominale (Gore and Trippett 2010). Al momento attuale, inoltre, il 
trattamento dei LNH è influenzato dall'immunofenotipo delle cellule tumorali, soprattutto per 
quel che riguarda i nuovi approcci immunoterapici: recentemente è stato infatti approvato 
l’utilizzo dell’anticorpo monoclonale anti-CD20 (Rituximab), diretto contro un antigene di 
superficie iperespresso sulle cellule tumorali, in associazione alla chemioterapia (Aldoss, 
Weisenburger et al. 2008). La prima ricaduta dopo la chemioterapia iniziale è quasi sempre 
trattata con trapianto di cellule staminali, che può essere autologo (cellule staminali dello stesso 
paziente) o allogenico (cellule staminali di un donatore) associato con l’immunoterapia 
(Rituximab). 
Al momento della diagnosi di un linfoma non-Hodgkin è importate individuare lo stadio della 
malattia per capire se sia appropriato o meno un intervento terapeutico. In genere lo stadio I e 
gran parte dei pazienti nello stadio II non vengono trattati farmacologicamente, perché a fronte di 





al vantaggio che il paziente può trarre. Pertanto i pazienti che si presentano con malattia 
localizzata sono trattati con radioterapia regionale che può offrire un controllo a lungo termine.  
Il trattamento polichemioterapico è invece indicato per alcuni dei pazienti in stadio II e per tutti i 
pazienti in stadio III e IV.  
 
Linfoma a basso grado di malignità 
Tradizionalmente tali linfomi non venivano trattati finchè non diventavano sintomatici, in 
considerazione del fatto che un singolo chemioterapico o una combinazione di essi non induceva 
remissione completa a lungo termine e non modificava la durata di sopravvivenza dei pazienti. 
Oggi può essere utilizzata la forma di intervento, "watch and wait", oppure protocolli terapeutici 
che prevedono un singolo agente alchilante o l'associazione di 2 o 3 farmaci. I primi schemi 
terapeutici comprendevano l’uso di singoli agenti alchilanti come la Ciclofosfamide o il 
Clorambucile, oppure implicavano l’uso di diverse combinazioni come ad esempio il protocollo 
chemioterapico CVP ( Ciclofosfamide, Vincristina e Prednisone).  
Recentemente 3 analoghi delle purine hanno dimostrato attività nei linfomi non-Hodgkin a bassa 
malignità. La Fludarabina, meglio conosciuta per il suo impiego clinico nella leucemia linfatica 
cronica, è forse il più attivo di tali farmaci e si è visto generare circa il 60% di risposte nei 
pazienti non trattati. Gli altri due farmaci, usati in misura minore nel LNH, sono la 2-
Clorodeossiadenosina (2-CDA) e la 2’-Deossicoformicina, un’inibitore dell’adenosina 
deaminasi, attiva in modo particolare sulle leucemie a carico delle cellule T ma anche sui linfomi 
indolenti. 
Sebbene la sopravvivenza possa essere prolungata in termini di anni, in molti casi si verifica una 
ricaduta tardiva, determinando una prognosi sfavorevole a lungo termine (Michallet and Coiffier 
2009). 
 
Linfoma a grado intermedio di malignità 
Il primo schema terapeutico di successo è stato il C-MOPP (Ciclofosfamide, Vincristina, 
Prednisone e Procarbazina), che ha portato ad una remissione completa del 40% dei pazienti. 
Pazienti che non rispondevano o che avevano solo una risposta parziale erano destinati a morire 
rapidamente. 
Attualmente lo schema di seconda generazione CHOP (Ciclofosfamide, Doxorubicina, 
Vincristina, Prednisone) è diventato il gold standard del NHL (Michallet and Coiffier 2009), 
incrementando la regressione completa della malattia fino al 50-70% dei casi, in base alla 





Linfoma ad alto grado di malignità 
Questi tumori hanno una prognosi estremamente severa e devono essere trattati immediatamente 
e con molta aggressività. Nei LNH ad alto grado di aggressività i protocolli di chemioterapia 
citotossica di prima linea comprendono la combinazione farmacologica CHOP o lo schema di 
terza generazione MACOP-B (Methotrexate, Adriamicina, Ciclofosfamide, Vincristina, 
Bleomicina e Prednisone). Tuttavia il successo terapeutico visto come remissione completa dalla 
malattia risulta molto basso. 
1.2.2. Trattamento del linfoma di Burkitt 
Prima dell’avvento della chemioterapia ad alte dosi, il linfoma di Burkitt era associato con una 
prognosi alquanto sfavorevole; infatti i primi trattamenti, presi “in prestito” dai regimi terapeutici 
utilizzati per i LNH (come i protocolli CHOP), applicati ai LB si sono dimostrati insufficienti, 
mostrando percentuali di guarigione decisamente inferiori. Queste risposte incomplete sono 
causate dell’alto tasso di proliferazione caratteristico del LB (il tempo di duplicazione delle 
cellule è di circa 25 ore) che favorisce il rientro nel ciclo cellulare delle cellule tumorali residue 
ancora vitali e una loro rapida crescita durante gli intervalli tra i cicli di chemioterapia, con un 
conseguente sviluppo di chemioresistenza. L’introduzione di un regime chemioterapico 
aggressivo ha permesso di superare almeno in parte questi limiti e ha significativamente 
cambiato la prognosi di questa malattia. In particolar modo mostrano la migliore efficacia i 
regimi intensivi di breve durata che riducono al minimo gli intervalli tra i trattamenti e 
mantengono le concentrazioni sieriche di farmaco per almeno 48-72 ore (Blum, Lozanski et al. 
2004). 
I principi di queste terapie includono alte dosi di agenti alchilanti, somministrazioni frequenti e 
una specifica profilassi del SNC. Il trattamento principalmente utilizzato per la forma pediatrica, 
e adattato poi alla forma adulta, è quello CODOX-M/IVAC (protocollo Magrath) che prevede 
due cicli di CODOX-M (Ciclofosfamide, Vincristina, Doxorubicina e alte dosi di Metotrexato) 
alternati con IVAC (Ifosfamide, Etoposide e alte dosi di Citarabina) insieme a Metotrexato e 
Citarabina intratecali (Aldoss, Weisenburger et al. 2008). Sono utilizzate diverse varianti di 
questo protocollo, ad esempio il trattamento Hyper-CVAD, caratterizzato dalla somministrazione 
di cicli con Ciclofosfamide iperfrazionata, Vincristina, Adriamicina, Desametasone, alternati con 
Metotrexato e AraC ad alte dosi (Thomas, O'Brien et al. 2010). 
Dal momento che il coinvolgimento del SNC è comune nel linfoma di Burkitt, la profilassi del 





accoppiata alle alte dosi sistemiche di Metotrexato e Citarabina, per prevenire le ricadute a 
livello del SNC (Blum, Lozanski et al. 2004). 
Inoltre, è comune in queste malattie la sindrome da lisi tumorale, che richiede una profilassi con 
sostanziale idratazione di bicarbonato, allopurinolo o rasburicase durante il primo ciclo di 
chemioterapia (Aldoss, Weisenburger et al. 2008). 
Questi trattamenti chemioterapici altamente aggressivi sono essenziali per il trattamento del LB: 
i risultati sono soddisfacenti soprattutto nei pazienti pediatrici con malattia limitata, che hanno 
una sopravvivenza a lungo termine del 60-90%. I risultati sono più variabili negli adulti, in 
particolare sopra i 40 anni quando la sopravvivenza è decisamente minore rispetto ai bambini 
(40%). Tuttavia regimi polichemioterapici così intensivi comportano un’elevata tossicità, 
soprattutto per gli adulti che hanno una tolleranza inferiore (Aldoss, Weisenburger et al. 2008; 
Pagano, Caira et al. 2009). 
Gli effetti collaterali principali sono la mielosopressione (35-70% dei casi, che spesso richiede 
trasfusione di piastrine) e le infezioni (20-55%) , a cui si aggiungono mucositi, neurotossicità, 
trombocitopenia correlata con le emorragie. Per minimizzare almeno una parte di queste tossicità 
alcuni regimi incorporano profilassi anti fungine, batteriche e virali. 
Una certa percentuale di pazienti (soprattutto quelli con malattia diffusa a sedi extranodali e con 
coinvolgimento del SNC o del midollo osseo) va comunque incontro a ricadute, che 
generalmente si manifestano entro il primo anno dal completamento della terapia. Il mancato 
ottenimento di una risposta completa è un segno prognostico particolarmente negativo, anche 
perché per questi pazienti chemioresistenti (20%) manca una strategia ottimale di intervento e le 
recidive risultano spesso fatali. Possono essere impiegate terapie polichemioterapiche con agenti 
non cross-reattivi (Citarabina, Ifosfamide, o Cisplatino), soprattutto se non sono stati usati in 
prima linea, ma non sono risolutive. Un’alternativa può essere fornita in alcuni casi dal trapianto 
autologo o allogenico di cellule staminali ematopoietiche. 
1.2.3. Trattamento della LLC 
Dal momento che il decorso della LLC è spesso lento o asintomatico, lo scopo della terapia è 
quello di mantenere la migliore qualità di vita dei pazienti e trattarli solo quando presentano i 
sintomi della patologia (Gribben 2010).  
In passato, la gestione del paziente con la LLC consisteva nell’approccio “watch and wait”, ossia 
il paziente era sottoposto a una serie di controlli emato-clinici periodici, procedendo con un 





Attualmente lo scenario è drasticamente cambiato, per l’introduzione di nuovi farmaci e regimi 
terapeutici e per l’identificazione di diversi fattori prognostici, correlati sia alla progressione che 
all’andamento clinico della malattia.  
Una terapia citostatica è indicata per i pazienti ad alto rischio (stadio III e IV di Rai e C di Binet) 
mentre per i pazienti a rischio intermedio e basso (stadio 0, I e II di Rai e A e B di Binet) il 
trattamento viene effettuato se sono presenti un tempo di raddoppiamento inferiore ad un anno, 
l’aumento di linfoadenopatie, sintomi legati all’ipersplenismo e la comparsa di sintomi sistemici 
(Gribben 2010). 
I possibili trattamenti comprendono farmaci con meccanismi d’azione diversi, o azioni più 
radicali come l’autotrapianto o l’allotrapianto di cellule staminali. La terapia non si focalizza 
sulla completa guarigione dalla patologia, ma mira principalmente al controllo dell’espansione 
del clone leucemico. 
 
Nei pazienti più anziani, il farmaco di prima scelta è il Clorambucile, che può essere associato al 
Prednisone.  
Il Clorambucile è un agente alchilante ed è stato il “gold standard” utilizzato per i pazienti affetti 
da LLC per oltre 40 anni. Questo farmaco viene assorbito dal tratto gastrointestinale e il picco 
plasmatico si verifica entro un’ora dall’ingestione. Il dosaggio e lo schema di somministrazione 
possono variare notevolmente (i metodi più utilizzati sono una terapia continua a basso dosaggio 
dalle 4 alle 8 settimane o una terapia intermittente dalle 3 alle 4 settimane fino a quando c’è 
risposta) e i pazienti che rispondono al trattamento sono dal 30% al 70% di quelli non trattati in 
precedenza, anche se solo in pochi soggetti si ottengono risposte complete (CollaborativeGroup 
1999). Con lo sviluppo di nuovi agenti il Clorambucile negli Stati Uniti è stato abbandonato, 
anche se un gruppo tedesco che si occupa di LLC sostiene che il farmaco abbia ancora un ruolo 
fondamentale soprattutto nei pazienti anziani con uno stato fisico non ottimale per la sua 
disponibilità orale, il costo minimo e la bassa incidenza di effetti collaterali (Eichhorst, Busch et 
al. 2009). 
Un altro farmaco molto studiato e che viene utilizzato come prima scelta in gran parte dei casi di 
LLC-B è la Fludarabina. 
La Fludarabina è un analogo delle purine e inibisce la sintesi del DNA interferendo con la 
ribonucleotide reduttasi e con la DNA polimerasi.  
La Fludarabina, utilizzata singolarmente, è in grado di dare una risposta globale nell’80% dei 
casi e una risposta completa nel 30%. Diversi studi clinici hanno messo a confronto analoghi 





superiore (Eichhorst, Busch et al. 2009). Gli effetti collaterali sono legati principalmente alla 
mielosoppressione, infatti con l’assunzione del farmaco si può riscontrare una profonda 
linfopenia e di conseguenza un aumentato rischio di infezioni opportunistiche; sono inoltre 
presenti anemia, trombocitopenia e neutropenia, che richiedono un regolare monitoraggio 
dell’emocromo, tanto che alcuni pazienti necessitano di trasfusione di sangue e di piastrine o 
iniezioni di G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) per aumentare la conta dei neutrofili; 
in alcuni casi si ha lo sviluppo di una grave anemia emolitica autoimmune. 
Nonostante gli effetti positivi in termini di risposta globale, la Fludarabina non è altrettanto 
efficace nel migliorare il tasso di sopravvivenza rispetto al Clorambucile (Rai, Peterson et al. 
2000). 
Il trattamento solo con la Fludarabina ha dimostrato di essere più efficace dell’utilizzo di regimi 
di associazione come CHOP o Ciclofosfamide, Doxorubicina e Prednisone (PAC).  
Un altro farmaco che fa parte degli analoghi delle purine è la Cladribina che è stato studiato 
come terapia di prima linea per i pazienti affetti da LLC. In uno studio sono stati confrontati 
Cladribina più Prednisone e Clorambucile più Prednisone: il primo gruppo ha un tasso di 
risposta completa più alto del secondo gruppo e una sopravvivenza libera da progressione più 
lunga (Robak, Blonski et al. 2005). 
La Bendamustina è un nuovo agente alchilante bifunzionale che contiene un anello 
benzimidazolo e ha somiglianze strutturali degli agenti alchilanti ma anche degli analoghi delle 
purine. Si tratta di un farmaco non specificatamente citostatico che provoca rotture del DNA a 
singolo e doppio filamento. Inoltre attiva molti geni pro-apoptotici, ripristinando in tal modo 
l’attività oncosoppressiva di p53 e provocando una forte attivazione dell’apoptosi intrinseca. La 
Bendamustina si differenzia dagli altri agenti alchilanti per la sua capacità di attivare la risposta 
allo stress dovuto a un danno del DNA e l’apoptosi, di down-regolare geni importanti per il 
controllo dei checkpoint mitotici e di attivare la riparazione del DNA. Inizialmente la 
Bendamustina è stata utilizzata solo in Germania, ma in seguito all’approvazione della Food and 
Drug Administration (FDA) questo farmaco viene oggi utilizzato anche negli Stati Uniti.  
Dal momento che gli agenti alchilanti e gli analoghi delle purine hanno meccanismi d’azione 
differenti e profili di tossicità non totalmente sovrapponibili, si è iniziato a studiare la 
combinazione di questi farmaci per ottenere degli effetti sinergici. Una delle combinazioni più 
studiate è Fludarabina più Ciclofosfamide, che insieme hanno un effetto sinergico e portano un 
miglioramento della sopravvivenza, della risposta completa e dell’intervallo libero da malattia.  
La Fludarabina è stata valutata in una varietà di regimi di associazione, come la combinazione 





ematologica senza il miglioramento del tasso di risposta rispetto alla Fludarabina da sola (Hallek 
2009). 
1.3. IMMUNOTERAPIA  
Nonostante siano stati fatti numerosi passi avanti nel trattamento dei linfomi non-Hodgkin, del 
linfoma di Burkitt e della leucemia linfatica cronica, una parte dei pazienti rimane ancora non 
curata, o perché non risponde alla terapia o perché và incontro a ricadute. I chemioterapici infatti 
mancano di una reale specificità d’azione e questo comporta elevati effetti collaterali e il 
persistere di una malattia residua. Le opzioni terapeutiche per questi pazienti sono limitate e la 
prognosi è negativa. Per questo motivo negli ultimi anni gli sforzi della ricerca oncologica si 
sono concentrati sullo sviluppo di farmaci che siano in grado di colpire specificatamente le 
cellule tumorali, allo scopo di migliorare il targeting tumorale e ridurre gli effetti sulle cellule 
sane dell’organismo. 
In particolar modo ci si è focalizzati sull’immunoterapia, che utilizza come meccanismo effettore 
del trattamento antitumorale il sistema immunitario, il quale è potenzialmente capace di 
distruggere in modo selettivo le cellule tumorali causando così pochi effetti collaterali. Le 
strategie impiegate nell’immunoterapia si basano sull’utilizzo di anticorpi monoclonali, vaccini 
antitumorali o infusioni di cellule linfocitarie da donatori. Alcuni di questi trattamenti vengono 
già utilizzati in clinica, il più delle volte in associazione con i trattamenti chemioterapici 
standard. 
L’utilizzo degli anticorpi monoclonali ha rivoluzionato il trattamento delle malattie oncologiche, 
in particolare dei linfomi non-Hodgkin. Gli anticorpi monoclonali sono stati descritti per la 
prima volta nel 1975, con l’introduzione della tecnologia dell’ibridoma. I primi anticorpi 
costruiti erano anticorpi murini sviluppati dalla fusione di cellule mielomatose umane con 
linfociti B produttori di anticorpi derivati da un topo immunizzato (Kohler and Milstein 1975). 
Questi anticorpi però inducevano per loro natura la formazione di anticorpi umani anti-topo 
(HAMA, human anti-mouse antibody). Gli HAMA causavano la rapida rimozione degli anticorpi 
di topo dalla circolazione sanguigna, prima che potessero raggiungere il sito tumorale target, 
comportando una diminuzione dell’efficacia di trattamento insieme ad effetti dannosi per il 







Figura 2. Rappresentazione schematica della struttura degli anticorpi monoclonali murini (rosso), 
chimerici (VH e VL in rosso), umanizzati (CDR in rosso) e umani (giallo). Da Nature Reviews/Cancer 
 
Lo sviluppo delle biotecnologie e della tecnica del DNA ricombinante hanno permesso di 
diminuire progressivamente l’immunogenicità degli anticorpi, sviluppando dapprima anticorpi 
chimerici (domini costanti umani e domini VL e VH murini), poi parzialmente umanizzati (solo 
le regioni ipervariabili sono murine) e infine completamente umani (figura 2). L’utilizzo degli 
anticorpi in terapia si basa sulla loro capacità di legare un determinato antigene e quindi di 
raggiungere in modo specifico solo le cellule che lo esprimono. Per lo sviluppo di una tale 
terapia antitumorale è quindi fondamentale la selezione di una molecola bersaglio adeguata, le 
cui proprietà fondamentali sono: essere selettivamente e altamente espressa sulle cellule 
neoplastiche, non essere rilasciata come antigene libero nel sangue, possedere una 
conformazione appropriata ed un’espressione stabile per il riconoscimento costante da parte 
dell’anticorpo, non andare incontro a modulazioni in seguito al legame con l’anticorpo. Gli 
antigeni inoltre possono essere tumore-specifici (sono peculiari delle cellule tumorali e non si 
riscontrano sulle altre cellule dell’organismo, per esempio neoantigeni da proteine virali e 
proteine modificate per mutazione) o tumore-associati (non sono esclusivi delle cellule 
neoplastiche ma sono espressi anche su cellule normali: possono essere antigeni espressi solo in 
certi stadi di differenziamento cellulare o solo in certi tipi cellulari, oppure possono essere 
presenti a bassi livelli sulle cellule normali, aumentando notevolmente la loro espressione sulle 
cellule tumorali) (Elgert 2002). Queste caratteristiche permettono, in seguito al legame antigene-
anticorpo, il reclutamento degli effettori naturali e conseguentemente l’attacco del sistema 
immunitario contro le cellule tumorali target, nelle forme di ADCC (citotossicità cellulare 
anticorpo-dipendente), CDC (citotossicità complemento-dipendente) o apoptosi diretta. 
La disponibilità di anticorpi monoclonali per il trattamento dei LNH e LLC è resa possibile dal 
fatto che queste cellule esprimono un certo numero di potenziali antigeni target, come ad 





approvato dalla FDA per il trattamento dei pazienti con LNH a basso grado, in ricaduta o 
refrattari (Bhat and Czuczman 2009), e Ofatumumab, utilizzato nei casi resistenti a Rituximab; o 
il CD52 con il relativo anticorpo monoclonale Alemtuzumab. 
1.3.1. CD20  
Il CD20 è stato il primo antigene tumore associato ad essere utilizzato a fini terapeutici. È un 
antigene B-linfocitario, espresso sulla superficie dei linfociti B durante le fasi di maturazione e 
sulla maggior parte delle malattie linfoproliferative a cellule B: si trova sui linfociti pre-B (bassa 
espressione) e sui linfociti B maturi normali e neoplastici, ma non sulle cellule staminali 
emopoietiche, sulle cellule pro-B, sulle plasmacellule normali secernenti anticorpi o su altri 
tessuti normali (Cotran R 1999; Golay, Zaffaroni et al. 2000). L’antigene viene espresso in modo 
omogeneo sul 90-95% dei linfomi a cellule B ad una densità stimata di 50.000-200.000 molecole 
per cellula tumorale; l’espressione è minore per le cellule di LLC, dove la stima è di 3.000-
115.000 molecole per cellula, con valori più alti per le LLC atipiche (Prevodnik, Lavrencak et 
al.).  
Il CD20 non viene internalizzato in seguito al legame da parte di anticorpi specifici e non circola 
nel sangue come antigene libero, pertanto non c’è competizione con il legame degli anticorpi 
(Press, Leonard et al. 2001). 
È una fosfoproteina di membrana di 35KDa 
appartenente alla famiglia delle proteine MS4A 
(multispanning 4A). La catena amminoacidica, 
costituita da 297 aa, forma una struttura 
costituita da 4 domini transmembrana, i domini 
carbossi- e ammino-terminali intracellulari e un 
dominio extracellulare non glicosilato (figura 3). 
Sebbene la funzione del CD20 non sia stata 
ancora pienamente chiarita, numerose evidenze 
sperimentali dimostrano che fa parte di un 
complesso molecolare multimerico coinvolto 
nell’ingresso di Ca2+ in seguito all’attivazione di BCR, con cui il CD20 sembra colocalizzare 
sulla superficie della cellula (Polyak, Li et al. 2008). Uno degli eventi intracellulari che seguono 
l’attivazione di BCR è la deplezione dei depositi intracellulari di calcio, che a sua volta richiama 
calcio extracellulare mediante l’attivazione di canali di membrana, come quello di cui sembra far 
parte il CD20. Un sostenuto ingresso di calcio attiva risposte cellulari calcio-dipendenti come il 
Figura 3. Sito di legame di Rituximab al CD20. 





controllo trascrizionale, la progressione del ciclo cellulare e l’apoptosi, tutti processi coinvolti 
nello sviluppo, differenziamento e attivazione dei linfociti B (Janas, Priest et al. 2005). Tuttavia 
il suo ruolo nello sviluppo del linfocita B rimane dubbio perché topi knock out per CD20 hanno 
linfociti B apparentemente normali dal punto di vista del loro sviluppo e numero. Questo 
potrebbe suggerire che tale funzione del CD20 non sia essenziale per la fisiologia della cellula, o 
in alternativa, data la presenza di numerose proteine appartenenti alla stessa famiglia, che esista 
una certa ridondanza molecolare (Teeling, Mackus et al. 2006). 
Agire in maniera specifica contro questo bersaglio permette di eliminare la maggior parte delle 
cellule B (comprese quelle tumorali), preservando i precursori necessari alla corretta 
ripopolazione dei linfociti B; a questo scopo è stato sviluppato Rituximab, un anticorpo 
monoclonale chimerico in grado di legare in maniera specifica il CD20 ed attivare il sistema 
immunitario (Press, Leonard et al. 2001). 
1.3.2. RITUXIMAB (IDEC-C2B8; Rituxan®; MabThera®)  
Rituximab è un anticorpo monoclonale chimerico, costituito dalle regioni costanti umane 
(porzione Fc di IgG1 umana) e regioni variabili murine, diretto contro il CD20 umano. È stato il 
primo anticorpo monoclonale approvato nel 1997 dalla FDA negli Stati Uniti per uso clinico a 
scopo terapeutico per il trattamento in monoterapia dei linfomi non-Hodgkin, follicolari a cellule 
B o a basso grado di malignità CD20 positivi, in ricaduta o refrattari. In Europa Rituximab è 
stato approvato nel giugno 1998 con indicazione limitata al trattamento in monoterapia dei 
pazienti con linfoma follicolare in III-IV stadio che sono chemioresistenti o sono in seconda o 
successiva ricaduta dopo chemioterapia. 
Successivamente si è aggiunta nel marzo 2002 l’indicazione al trattamento dei LNH aggressivi in 
combinazione con il trattamento polichemioterapico CHOP (R-CHOP) (Boye, Elter et al. 2003). 
Nel 2004 Rituximab ha ricevuto l’approvazione per il trattamento dei LNH indolenti in prima 
linea, in combinazione con Ciclofosfamide, Vincristina e Prednisone (R-CVP). Per quanto 
riguarda la terapia di mantenimento, nel tentativo da un lato di prolungare la durata della risposta 
terapeutica e dall’altro la sopravvivenza, Rituximab è stato utilizzato in pazienti con linfoma 
follicolare sia dopo chemioterapia che dopo chemioimmunoterapia, con un considerevole 
aumento della sopravvivenza libera da progressione della malattia; in pazienti con LNH in 
ricaduta, anche un secondo trattamento con Rituximab si è dimostrato efficace, con una durata 
paragonabile al trattamento iniziale (Cheson and Leonard 2008). Sulla base di questi risultati, nel 





follicolari a cellule B che hanno precedentemente risposto a Rituximab in combinazione con la 
chemioterapia (Boye, Elter et al. 2003). 
È in corso di studio l’incorporazione di Rituximab nel trattamento del linfoma di Burkitt, in 
associazione ai regimi CODOX-M/IVAC e Hyper-CVAD ed è stato dimostrato un aumento 
complessivo della sopravvivenza nei pazienti trattati con l’anticorpo (Thomas, O'Brien et al. 
2010). 
Per quanto riguarda la LLC, l’utilizzo di Rituximab in terapia è stato approvato dalla FDA nel 
2008 negli stati Uniti, solo recentemente (nel 2010) in Europa, all'inizio per il trattamento in 
prima linea dei pazienti con LLC e in un secondo tempo come terapia di seconda linea per i 
pazienti con LCC recidivante o refrattaria, in entrambi i casi in associazione con Fludarabina e 
Ciclofosfamide (FC) 
Utilizzato singolarmente nella LLC, Rituximab ha mostrato una bassa attività, probabilmente a 
causa della minor densità di CD20 sulla superficie delle cellule, ma se utilizzato in associazione 
si è dimostrato capace di aumentare l’efficacia dei farmaci citotossici. Numerosi studi hanno 
esaminato l’attività antitumorale sinergica di Rituximab e della Fludarabina. Questo regime 
terapeutico determina un aumento della sopravvivenza e della risposta completa rispetto alla sola 
Fludarabina.  
La combinazione di Fludarabina e di Ciclofosfamide fornisce un vantaggio che si traduce in una 
migliore remissione, in una migliore progressione libera da malattia e in un’aumentata 
sopravvivenza libera dal trattamento. Rituximab è stato aggiunto a questa associazione (R-FC) e 
si è visto che la sopravvivenza e la risposta completa sono migliori nel caso del trattamento R-
FC rispetto al trattamento Rituximab-Fludarabina e rispetto all’utilizzo dei singoli 
chemioterapici. Questo regime è però associato ad eventi ematologici avversi, come neutropenia, 
leucopenia, trombocitopenia, ipotensione ed epatite B. Sono state testate altre associazioni che 
prevedono la combinazione di Rituximab con farmaci citotossici, ma comparati con la terapia R-
FC sembra abbiano un effetto minore o una tossicità maggiore (Gribben 2010). 
Il suo utilizzo è stato via via esteso anche ad altre patologie ematologiche non neoplastiche come 
la porpora trombotica trombocitopenica, l’anemia emolitica autoimmune, diverse patologie di 
pertinenza immuno-reumatologica tra le quali, in particolare, l’artrite reumatoide e il lupus 
eritematoso sistemico, ed è già stato somministrato ad oltre 370.000 pazienti affetti da patologie 







1.3.2.1. Somministrazione  
La somministrazione di Rituximab nei pazienti affetti da LNH prevede un’infusione endovenosa 
di 375mg/m2 in singola somministrazione settimanale per 4 settimane consecutive, fino ad un 
massimo di 8. La conseguente deplezione dei linfociti B neoplastici e non, osservabile nell’arco 
di pochi giorni dalla prima infusione, persiste stabile per la durata di 9 -12 mesi nel 70% dei 
pazienti trattati. Rituximab risulta dosabile a livello plasmatico in tracce, dopo il completamento 
di un ciclo intero di trattamento, per un periodo di tempo variabile da 3 a 6 mesi. 
L’emivita del farmaco dopo la prima infusione è di circa 50 ore, dopo la quarta infusione si 
protrae a circa 174 ore. Incerta è la via di escrezione, si ritiene tuttavia che Rituximab subisca un 
processo catabolico attraverso fagocitosi e coinvolgimento del sistema reticolo-endoteliale. 
Rituximab inoltre ha dimostrato un buon profilo di sicurezza con scarsa immunogenicità, poiché 
non è stata osservata la comparsa di anticorpi umani anti-Ig di topo (HAMA), o anti-chimera 
(HACA, human anti-chimeric antibody) in percentuali significative di pazienti (Maloney, Grillo-
Lopez et al. 1997).  
Per i pazienti con LLC è raccomandata la profilassi con adeguata idratazione e somministrazione 
di uricostatici prima dell’inizio della terapia per ridurre il rischio di sindrome da lisi tumorale e 
per quelli la cui conta dei linfociti è >50x109/L si deve somministrare prednisone/prednisolone 
per via endovenosa immediatamente prima dell’infusione dell’anticorpo per diminuire la 
percentuale e la gravità delle reazioni acute da infusione e/o la sindrome da rilascio di citochine. 
Il dosaggio raccomandato di Rituximab in associazione alla chemioterapia in pazienti 
precedentemente non trattati e recidivi/refrattari è di 375mg/m2 di superficie corporea per la 
prima dose, seguito da 500mg/m2 per le successive 6 dosi. 
1.3.2.2. Effetti avversi 
Le reazioni avverse da farmaco (ADR) osservate più frequentemente nei pazienti che hanno 
ricevuto Rituximab sono : 
1) Reazioni correlate all’infusione (incluse la sindrome da rilascio di citochine e la sindrome da 
lisi tumorale). Le reazioni correlate all’infusione avvengono nella maggior parte dei casi durante 
la prima infusione e l’incidenza di tali sintomi diminuisce significativamente con le successive 
infusioni. Segni e sintomi caratteristici di una reazione correlata all’infusione sono stati riportati 
in più del 50% dei pazienti in studi clinici. Questi sintomi comprendono soprattutto febbre, 
brividi e rigidità. Altri sintomi includono vampate, vomito, nausea, orticaria/rash, stanchezza, 
cefalea, irritazione della gola, rinite, prurito (Boye, Elter et al. 2003). I pazienti con elevata 





circolanti (pazienti con LLC), possono essere esposti a un rischio maggiore di sindrome da 
rilascio di citochine particolarmente grave e devono essere monitorati molto attentamente per 
tutto il corso della prima infusione (Winkler, Jensen et al. 1999). La sindrome grave da rilascio 
di citochine è caratterizzata da dispnea grave, spesso accompagnata da broncospasmo e ipossia, 
oltre a febbre, brividi, tremito, orticaria e angioedema. Questa sindrome può essere associata ad 
alcune caratteristiche della sindrome da lisi tumorale come iperuricemia, iperkaliemia, 
ipocalcemia, iperfosfatemia, insufficienza renale acuta, concentrazione elevata di lattato 
deidrogenasi e può essere associata ad insufficienza respiratoria acuta e morte. La sindrome si 
manifesta frequentemente entro una o due ore dall’inizio della prima infusione; tuttavia, 
l’ulteriore trattamento dei pazienti dopo la completa risoluzione di sintomi e segni ha raramente 
portato al ripetersi della sindrome grave da rilascio di citochine. Questi sintomi sono 
generalmente reversibili con l’interruzione dell'infusione di Rituximab e con la somministrazione 
di farmaci antipiretici, antistaminici, broncodilatatori e glucocorticoidi (Boye, Elter et al. 2003). 
In una piccola percentuale di pazienti sono state riportate reazioni di tipo anafilattico e altre 
reazioni di ipersensibilità subito dopo l’infusione.  
2) Infezioni. Rituximab induce deplezione delle cellule B nel 70-80% circa dei pazienti, ma 
questo evento è stato associato ad una diminuzione delle immunoglobuline sieriche solo in una 
minoranza di pazienti. Gli eventi infettivi (soprattutto batterici e virali) si verificano nel 30-55% 
circa dei pazienti con LNH e con LLC in studi clinici. Infezioni gravi sono state riportate nel 4% 
circa dei pazienti trattati con Rituximab in monoterapia, che pertanto non deve essere 
somministrato a pazienti con infezioni attive gravi (ad esempio tubercolosi, sepsi e infezioni 
opportunistiche). Sono stati riportati casi di riattivazione di epatite B, la maggior parte dei quali 
si è verificata in soggetti che hanno ricevuto Rituximab in associazione con chemioterapia 
citotossica. 
3) Eventi cardiovascolari. Nei pazienti trattati con Rituximab sono state riportate reazioni 
cardiovascolari nel 18% dei pazienti, con ipotensione e ipertensione quali eventi più frequenti.  
4) Anomalie ematologiche. Si verificano in una minoranza di pazienti e sono generalmente lievi 
e reversibili. Sebbene Rituximab non sia mielosoppressivo in monoterapia, nel trattamento della 
LLC può causare neutropenia (4,2% dei pazienti) leucopenia, trombocitopenia (1.7%) e anemia 
(1,1 %) (Piro, White et al. 1999).  







1.3.2.3. Meccanismo d’azione 
Il dominio Fab del Rituximab si lega all'antigene CD20 sui linfociti B e il dominio Fc può 
attivare le funzioni effettrici del sistema immunitario con lo scopo di provocare la lisi o 
l’apoptosi delle cellule B. Sono state riportate evidenze che Rituximab agisca attraverso 
meccanismi d’azione multipli, tuttavia non è ancora stato dimostrato quale di questi sia il più 
rilevante in clinica. Rituximab agisce principalmente via CDC (attraverso il legame con il C1q) e 
via ADCC (mediata da uno o più recettori Fcγ sulla superficie di granulociti, macrofagi e cellule 
NK) (Di Gaetano, Cittera et al. 2003), sebbene siano stati anche riportati un effetto 
antiproliferativo e l’induzione di apoptosi. Secondo alcuni studi, la lisi indotta via ADCC non 
appare rilevante, con un valore medio di 4,8% con il più alto rapporto cellule effettrici/cellule 
bersaglio (Cartron, Watier et al. 2004). Altri studi in vitro hanno dimostrato che Rituximab è 
invece efficace nell’indurre CDC verso linee cellulari tumorali, cellule linfomatose da sangue 
periferico o da biopsia linfonodale. Test di CDC in vitro su linee cellulari hanno indicato risultati 
variabili tra il 15 ed il 40% di lisi delle cellule bersaglio (Golay, Zaffaroni et al. 2000). 
La densità antigenica di CD20 non è l’unico fattore condizionante la risposta terapeutica all’uso 
di Rituximab; esistono infatti ulteriori elementi di regolazione nella CDC indotta da Rituximab, 
che possono determinare una resistenza alle sue azioni citotossiche in determinate linee cellulari 
di linfoma, con specifico riferimento agli inibitori complementari (Golay, Zaffaroni et al. 2000).  
 
Dal punto di vista molecolare, il legame di Rituximab al CD20 avviene a livello del dominio 
extracellulare in un epitopo non lineare rappresentato dalla sequenza alanina-x-prolina (aa 170-
172). Numerosi studi hanno dimostrato che il legame ag-ab causa una rapida ridistribuzione delle 
molecole di CD20 nei lipid raft, microdomini specializzati della membrana plasmatica, arricchiti 
in sfingolipidi e colesterolo, che si pensa funzionino come piattaforme di segnalazione dove le 
interazioni tra recettori e proteine effettrici sono facilitate (Deans, Li et al. 2002; Semac, 
Palomba et al. 2003). 
In assenza di anticorpi anti-CD20, le molecole di CD20 sono costitutivamente associate ai lipid 
raft con una bassa affinità, che aumenta significativamente solo in seguito al legame. Una delle 
ipotesi è che il legame dell’anticorpo causi la migrazione delle molecole di CD20 dai bordi di 
una “raft area” al suo nucleo, dove l’aumento della concentrazione di CD20 ne facilita 
l’oligomerizzazione per formare un complesso funzionale. In alternativa, il legame di Rituximab 
al CD20 potrebbe risultare nella fusione di piccoli lipid raft che vanno a formarne uno più grande 
ospitante una più alta concentrazione di CD20. In ogni caso questa ridistribuzione, che stabilizza 





l’attivazione dei meccanismi d’azione di Rituximab, in particolar modo CDC e apoptosi (Janas, 
Priest et al. 2005). 
1.3.3. OFATUMUMAB (Arzerra; Genmab/GlaxoSmithKline) 
Visto il successo di Rituximab, negli ultimi anni si è cercato di sviluppare altri anticorpi 
monoclonali, sia diretti contro il CD20 sia verso altri antigeni delle cellule B, che fossero in 
grado di svolgere una maggior azione citotossica e migliorare ulteriormente la sopravvivenza dei 
pazienti affetti da CLL e NHL (Bhat, M.S. Czuczman 2009). Un esempio è fornito da 
Ofatumumab, un anticorpo di tipo I (sono gli ab “Rituximab-like”, in grado di indurre CDC e 
poco efficienti nell’indurre l’apoptosi), completamente umano (IgG1) che lega un epitopo del 
CD20 diverso da quello riconosciuto da Rituximab con un’avidità di legame maggiore. 
Anche Ofatumumab, dopo il legame al CD20 sulle cellule B neoplastiche, induce la 
ridistribuzione delle molecole all’interno dei lipid raft. Confrontato con Rituximab in vitro, 
Ofatumumab è in grado di attivare in modo più efficace la CDC, mentre l’induzione di ADCC è 
comparabile. Testato su diverse linee cellulari è in grado di attivare efficientemente il 
complemento con conseguente lisi delle cellule bersaglio anche su cellule con una bassa densità 
di CD20 sulla superficie. Nei primi trials clinici, Ofatumumab ha dimostrato una buona efficacia 
come agente singolo contro la CLL e contro diversi tipi di LNH. Nel 2009 è stato approvato 
dalla FDA per il trattamento di pazienti affetti da CLL resistenti a Fludarabina e Alemtuzumab 
(Cheson 2010). Inoltre, sono in corso diversi trials clinici in pazienti refrattari affetti da CLL, nei 
quali Ofatumumab ha genarato un tasso di risposta del 50%, seggerendo una più alta efficacia 
rispetto a Rituximab nel trattamento della CLL (Weiner, Surana et al. 2010). Sono in corso altri 
studi in combinazione con trattamento CHOP e su pazienti con LNH refrattari a Rituximab, sui 
quali però Ofatmumab non sembra essere più efficace (Cheson 2010). 
1.4. LIMITI DELLE TERAPIE ATTUALI 
Nel corso degli ultimi decenni i trattamenti di linfomi e leucemie hanno fatto notevoli passi 
avanti grazie all’introduzione di schemi terapeutici che combinano due o più agenti 
chemioterapici con l’immunoterapia. Tuttavia, nonostante i miglioramenti nella risposta e nella 
sopravvivenza della maggior parte dei pazienti, permangono in tutti gli schemi terapeutici gli 
stessi limiti: tossicità elevate e recidive (God and Haque 2010). 
La tossicità elevata dei chemioterapici è causata dalla loro mancanza di specificità d’azione: 





effetti collaterali a carico dei tessuti dell'organismo a più alto tasso replicativo, come ad esempio 
quello ematopoietico o le mucose delle vie gastrointestinali.  
Per quanto riguarda la malattia residua e le recidive, la causa và ricercata nella capacità di alcune 
cellule di resistere ai trattamenti, siano essi chemiotearapici o immunoterapici.  
1.4.1. Chemioresistenza  
Numerosi studi hanno ricercato i fattori che causano chemio-resistenza e sono principalmente 
riconducibili a mutazioni di geni coinolti nel normale metabolismo della cellula (ad esempio geni 
che regolano il trasporto dei farmaci come il gene della resistenza multipla, MDR1, o geni 
codificanti enzimi che li metabolizzano) oppure mutazioni di oncogeni che alterano 
proliferazione, differenziamento e apoptosi. 
Numerosi studi in vitro suggeriscono che tra i meccanismi della resistenza multipla ai farmaci 
(MDR) nei LNH e nelle LLC vi siano l’over-espressione di BCL2 e le anormalità di p53 
(Foroutan, Ruf et al. 2007). 
BCL2 è un proto-oncogene che promuove la sopravvivenza delle cellule attraverso l’inibizione 
dell’apoptosi. In numerose forme di linfoma (DLBCL e FL) e nella LLC, il gene BCL2 si trova 
mutato e l’over espressione che ne consegue conferisce alle cellule B un vantaggio di 
sopravvivenza inibendo l’apoptosi e più in generale bloccando una delle comuni vie di morte 
cellulare indotte dalla chemioterapia. Numerosi studi hanno valutato l’associazione tra 
l’espressione di BCL2 e la sopravvivenza libera da malattia, ma i risultati ottenuti sono 
contrastanti. Secondo alcuni, i pazienti BCL2-positivi tendono ad avere una sopravvivenza libera 
da malattia e una sopravvivenza complessiva inferiori rispetto ai pazienti con BCL2 normale, ma 
questa differenza non è significativa e dipende dal tipo di tumore e dal tasso di proliferazione. 
(Wilson, Teruya-Feldstein et al. 1997) 
p53 è il gene oncosoppressore più frequentemente mutato nei tumori umani. p53 arresta in fase 
G1 le cellule che hanno subito danni al DNA e ne attiva la riparazione; se questa non è possibile, 
promuove l’apoptosi della cellula danneggiata. Le mutazioni, delezioni o overespressioni di p53 
presenti in numerosi tipi di linfoma e nella LLC sono associate con un fenotipo clinico più 
aggressivo e con farmacoresistenza (Pervez, Nasir et al. 2009). 
Diverse analisi multivariate hanno dimostrato che le anormalità di p53 identificano i pazienti ad 
alto rischio, meno responsivi ai trattamenti. Secondo uno studio su pazienti con LNH refrattari o 
in ricaduta, i tumori con p53 mutata, rispetto ai tumori con p53 normale, sono associati con una 
diminuzione della sopravvivenza libera da malattia (2.1 contro 8.2 mesi) e della sopravvivenza 





p53 inoltre è frequentemente mutata nel linfoma di Burkitt, dove i siti delle mutazioni 
differiscono da quelli osservati nei tumori solidi. Mutazioni in p53 sono presenti nel 30-40% 
delle biopsie dei LB e in più del 50% delle linee cellulari LB-derivate, sottolineando il ruolo di 
p53 mutato nella progressione tumorale, ma anche nella prognosi sfavorevole determinata da una 
maggior resistenza alle terapie (Bieging, Swanson-Mungerson et al. 2010).  
Per quanto riguarda i pazienti con LLC, quelli che presentano la delezione di p53 diventano 
spesso resistenti ai trattamenti con Fludarabina e Ciclofosfamide. 
Questi risultati, confermati da numerosi altri studi, suggeriscono che la perdita della normale 
funzione di p53 sia un’importante causa di chemioresistenza (Wilson, Teruya-Feldstein et al. 
1997). 
1.4.2. Resistenza a Rituximab 
Meno noti invece sono i meccanismi che determinano la resistenza a Rituximab, che si presenta 
tuttavia meno frequentemente rispetto alla resistenza ai chemioterapici. Potenziali meccanismi di 
resistenza tumorale sono stati descritti per ciascuna delle tre principali vie d'azione di Rituximab 
(fissazione del complemento, ADCC e induzione dell’apoptosi); altri meccanismi più generali 
includono alterazioni nella farmacocinetica di Rituximab (suggerendo che la dose e lo schema 
possono contribuire alla resistenza), la bassa espressione del CD20 e la sua modulazione 
antigenica (tramite down-regolazione o "shaving" dei complessi Rituximab/CD20, che in 
precedenza si pensavano essere di poca importanza per Rituximab). Il contributo esatto di tutti 
questi meccanismi al fenomeno clinico della resistenza a Rituximab rimane difficile da valutare 
(Rezvani and Maloney 2011).  
1.4.2.1. Resistenza ai meccanismi d’azione di Rituximab 
Nei pazienti con LLC, l’infusione di Rituximab risulta in un rapido consumo dei componenti 
complementari. Da qui l’ipotesi che la resistenza a Rituximab possa essere mediata in parte dalla 
deplezione delle molecole effettrici necessarie al suo funzionamento. Klepﬁsh et al hanno 
avvalorato questa ipotesi dimostrando che in pazienti LLC-resistenti l’infusione di plasma in 
associazione a rituximab porta ad una rapida risposta al farmaco in tutti i trattati. Tuttavia, questi 
risultati sono preliminari e non controllabili e richiedono ulteriori studi per dimostrare il 
coinvolgimento della deplezione del complemento nello sviluppo della resistenza a Rituximab 
(Klepfish, Gilles et al. 2009). 
Le cellule tumorali sono in grado di bloccare l’attivazione del complemento attraverso 





CD55 e CD59. Queste proteine inibitrici, che interrompono la cascata complementare o la 
costruzione del complesso di attacco alla membrana, sono fortemente espresse in molti tipi di 
tumori e possono dare protezione contro la CDC (Fishelson, Donin et al. 2003). In vitro, si è 
visto che molte linee cellulari resistenti a Rituximab esprimono elevati livelli di mCRP, 
probabilmente come conseguenza di una pressione selettiva data dalla ripetuta esposizione a 
Rituximab. Anche in vivo si è osservato che cellule di LLC sopravvissute alla terapia con 
Rituximab esprimono sulla loro superficie mCRP, caratteristica meno evidente per i linfomi 
follicolari (Rezvani and Maloney 2011). Diverse linee di ricerca stanno studiando come 
modulare il sistema del complemento, ad esempio neutralizzando le mCRP con anticorpi 
bloccanti che permettano di aumentare l’efficacia di Rituximab e superare la resistenza da parte 
delle cellule tumorali (Macor, Tripodo et al. 2007). 
Polimorfismi genetici del gene per il C1q sono stati collegati a variazioni in termini di efficacia 
di Rituximab in pazienti con linfoma follicolare, sostenendo ancora una volta un ruolo chiave per 
la CDC nell’efficacia di Rituximab (Weiner, Surana et al. 2010).  
Il secondo meccanismo effettore innescato da Rituximab è l’ADCC. Il riconoscimento di 
Rituximab da parte delle cellule effettrici (soprattutto NK e macrofagi) può essere alterato da 
variazioni a livello del loro recettore Fc oppure da variazioni conformazionali dei complessi 
CD20/Rituximab a livello della membrana cellulare. Ad esempio, sono stati identificati 
polimorfismi di singoli nucleotidi (SNP) a livello del recettore FCγRIIIa che, in vitro, 
comportano differenze di affinità per le IgG1, e quindi anche per Rituximab. La rilevanza clinica 
di questo polimorfismo è stata dimostrata in una serie di studi dove pazienti con LNH esprimenti 
il polimorfismo che conferisce minor affinità al recettore Fc, presentano minori tassi di risposta e 
di progressione libera da malattia quando trattati con Rituximab. A sottolineare il 
coinvolgimento di questi polimorfismi nella risposta a Rituximab, si è visto che non hanno alcun 
significato prognostico nei pazienti trattati con la sola chemioterapia (Rezvani and Maloney 
2011).  
L’ultimo meccanismo d’azione di Rituximab è l’induzione dell’apoptosi, la cui via di attivazione 
e il cui contributo in vivo non sono ancora del tutto chiariti. Sembra essere un’attivazione 
caspasi-dipendente e dal momento che la modulazione di questa via (ad esempio mediante p53) è 
uno dei meccanismi principali coinvolti nella resistenza ai chemioterapici, potrebbe esserlo 
anche nella resistenza a Rituximab.  
Un’altra possibile via di attivazione è quella mediata dalle proteine della famiglia BCL2. BCL2 è 
overespressa nei LNH e conferisce resistenza all’apoptosi e alla chemioterapia. Brevi esposizioni 





Tuttavia, Czuczman et al hanno osservato che in vitro un’esposizione prolungata a Rituximab 
comporta una down-regolazione delle proteine pro-apoptotiche della famiglia di BCL2 (Bax e 
Bak), rendendo alla fine queste cellule più resistenti all’apoptosi (Rezvani and Maloney 2011). 
1.4.2.2. Bassa espressione del CD20 
È stato osservato che una parte dei pazienti resistenti a Rituximab presenta cellule tumorali con 
una bassa espressione di CD20 sulla superficie. Sulla base di questo alcuni studi si sono 
focalizzati sulla relazione tra i livelli di espressione del CD20 e la risposta a Rituximab. Uno 
studio recente ha cercato di stabilire un valore di cut-off dell’espressione di CD20 che permetta 
di predire la risposta dei pazienti a Rituximab. Tale valore è stato fissato a 25.000 molecole di 
CD20 per cellula, e all’interno della popolazione studiata è stato osservato che i pazienti con 
livelli di espressione del CD20 al di sopra del cut-off trattati con Rituximab hanno una 
sopravvivenza complessiva significativamente più lunga dei pazienti con CD20 al di sotto del 
cut-off (17,5% dei pazienti). La maggior parte dei casi (80%) con basso CD20 si riscontra nei 
pazienti con LLC, dove infatti la risposta clinica a Rituximab è generalmente inferiore rispetto ai 
LNH. 
Nel complesso quindi si osserva che i pazienti con alti livelli di espressione di CD20 ottengono 
una risposta completa al trattamento con Rituximab, mentre quelli con espressione bassa hanno 
risposte incomplete che possono sfociare nello sviluppo di recidive (Johnson, Boyle et al. 2009; 
Horvat, Kloboves Prevodnik et al. 2010). 
1.4.2.3. Down-regolazione o modulazione del CD20 
Oltre ad una fisiologica bassa espressione di CD20 in una sottopopolazione di pazienti, di 
recente sono stati ipotizzati altri meccanismi di resistenza a Rituximab, derivati dalla 
modulazione del CD20.  
Numerosi gruppi hanno identificato una diminuzione di espressione del CD20, in seguito 
all’esposizione delle cellule a Rituximab, a livello sia pre- sia post-traduzionale, che potrebbe 
essere correlata con lo sviluppo della resistenza (Czuczman, Olejniczak et al. 2008). 
Un altro meccanismo di modulazione del CD20 è chiamato “shaving”, e consiste nella rimozione 
dei complessi CD20/Rituximab dalla superficie cellulare ad opera dei monociti attraverso il 
recettore Fc (Beum, Kennedy et al. 2006; Taylor and Lindorfer 2010).  
Infine, è stato osservato che variazioni nei “lipid raft” possono giocare un importante ruolo nella 
resistenza a Rituximab, e si è visto che le cellule B tumorali possono produrre “lipid raft” con 







Negli ultimi anni i progressi nanotecnologici hanno suscitato notevole interesse nel campo della 
biologia e della medicina, soprattutto la ricerca scientifica in campo oncologico ha iniziato a 
cercare nelle nanotecnologie nuove strategie per la  prevenzione, la diagnosi e la terapia dei 
tumori. Molte forme di cancro sono trattabili con le attuali terapie, come la chirurgia, la 
chemioterapia, la radiotarapia e l’immunotrapia, tuttavia, come nel caso delle malattie 
oncoematologiche, persistono dei limiti e una parte dei pazienti rimane non curata. In particolare 
le nanotecnologie rappresentano uno strumento innovativo per superare i problemi degli attuali 
trattamenti chemioterapici, che hanno il pesante limite di danneggiare i tessuti sani e causare 
tossicità sistemica ed effetti collaterali che limitano la dose massima consentita di farmaco e di 
conseguenza ne restringono l’efficacia terapeutica. In questo contesto le applicazioni delle 
nanotecnologie possono fornire strumenti per ridurre la tossicità e aumentare l’efficacia 
terapeutica (Lu, Wang et al. 2009). 
Le macromolecole e gli agenti naturali come i virus, le membrane e i complessi proteici sono 
nanostrutture naturali che possono essere prese come esempio per lo sviluppo di strutture 
artificiali di dimensioni nanometriche in grado di interagire con le cellule, le membrane e le 
proteine. 
In medicina, i nanomateriali sono utilizzati in diversi campi, come la costruzione di scaffold o 
matrici, ma negli ultimi anni le ricerche si sono focalizzate su nanostrutture che possano 
funzionare da veicoli per il trasporto di molecole, come ad esempio farmaci e/o agenti 
diagnostici, all’interno dell’organismo. Un esempio di questi vettori di dimensioni nanometriche 
sono le nanoparticelle (NP), che vengono studiate come un nuovo approccio per modificare e 
migliorare le proprietà farmacocinetiche e farmacodinamiche di vari tipi di molecole 
terapeutiche.  
Le dimensioni inferiori al micrometro conferiscono a tali nanosistemi proprietà chimico-fisiche e 
farmacocinetiche ideali per l’utilizzo in vivo: sono caratterizzate da un prolungato tempo di 
circolazione, sono in grado di proteggere le molecole trasportate, hanno un’elevata area di 
superficie che può essere modificata chimicamente con l’aggiunta di diversi gruppi funzionali. 
Tale versatilità permette di avere a disposizione un mezzo promettente per il trattamento dei 
tumori, consentendo il trasporto di farmaci a basso peso molecolare ma anche macro-molecole 
come proteine, peptidi o geni, e fornendo la possibilità di somministrare la cura in modo mirato a 






1.5.1. Nanovettori  
I nanovettori sono materiali di dimensioni nanometriche (1-1000nm) che possono trasportare 
farmaci e agenti diagnostici o traccianti. Grazie alla loro elevata superficie in rapporto al piccolo 
volume, è possibile ottenere un’elevata densità di ligandi sulla superficie. Inoltre, possono essere 
usati per incrementare la concentrazione locale dei farmaci mediante il trasporto degli stessi 
all’interno del nanovettore e al rilascio controllato una volta legato il target. Pertanto questi 
nanocarriers possono avere numerose applicazioni come il trasporto di farmaci, l’imaging, la 
rimozione fototermica di tumori, le radiazioni, la mappatura di linfonodi sentinella. 
Attualmente, i principali trasportatori di molecole studiati e utilizzati sono i polimeri sintetici, i 
polimeri naturali e i lipidi, e possono essere raggruppati in: 
1) coniugati polimerici  
2) nanoparticelle polimeriche 
3) carrier lipidici come liposomi e micelle 
4) nanoparticelle organiche, come i dendrimeri 
5) nanoparticelle inorganiche, come nanoshell e nanocages (Peer, Karp et al. 2007) (figura 4A) 
 
1) I coniugati polimerici prevedono il legame covalente di un farmaco a catene polimeriche 
idrosolubili, attraverso legami che sono suscettibili di scissione idrolitica o enzimatica nel sito 
bersaglio. Questo legame farmaco-polimero aumenta la stabilità dei farmaci, proteggendoli da 
degradazione proteolitica, e li veicola in modo più efficiente al sito d’azione grazie all’aggiunta 
di ligandi specifici per il targeting. 
2) I polimeri sono i materiali più studiati per la costruzione di nanoparticelle per il trasporto dei 
farmaci. Le NP polimeriche possono essere costituite da polimeri sintetici come l’acido 
polilattico (PLA) e l’acido polilattico-co-glicolico (PLGA) o da polimeri naturali come il 
chitosano e il collagene e possono incapsulare farmaci senza necessità di modificazioni 
chimiche. I farmaci possono essere rilasciati in maniera controllata tramite la degradazione della 
matrice o della superficie della NP, la diffusione attraverso la matrice polimerica o in risposta al 
microambiente. La superficie polimerica può essere modificata con l’aggiunta di molecole target 
e all’interno possono essere caricati farmaci sia idrofilici che idrofobici, nonché proteine, peptidi 
e vettori a DNA o RNA, che in questo modo sono protetti dalla degradazione endolisosomiale 
(Lu, Wang et al. 2009). 
3) I carrier lipidici sono costituiti da membrane lipidiche che, attraverso l’aggiunta di altre 
molecole o modificazioni chimiche, possono variare le loro caratteristiche come dimensioni, 





corpo, come colesterolo o lecitina, e questo li rende altamente biocompatibili, tuttavia sono 
limitati dalla rapida metabolizzazione e dalla difficoltà di superamento delle barriere biologiche. 
Queste particelle anfipatiche includono liposomi, polimersomi e micelle. I liposomi sono 
strutture sferiche, “self-closed”, formate da un doppio strato lipidico (o più doppi strati lipidici 
concentrici) con all’interno una fase acquosa. Sono stati approvati per il trasporto di diversi tipi 
di chemioterapici. I polimersomi hanno un’architettura simile ai liposomi ma sono costituiti da 
polimeri anfifilici sintetici (come copolimeri basati su PLA). Le micelle infine sono costituite da 
un monostrato lipidico chiuso e auto-assemblante con il nucleo idrofobico e la superficie 
idrofilica. Sono state usate con successo come carrier farmaceutici per i farmaci insolubili in 
acqua (Peer, Karp et al. 2007). 
4) Le nanoparticelle organiche includono dendrimeri, capsidi virali e più in generale 
nanostrutture realizzate sulla base di componenti biologici come le proteine. I dendrimeri ad 
esempio sono macromolecole sintetiche ramificate che formano strutture ad albero e possono 
essere coniugate con molecole per il targeting, farmaci o mezzi di contrasto. Sono solubili in 
acqua, biocompatibili e biodegradabili, ma le dimensioni molto piccole (<5nm) comportano una 
rapida rimozione dal sangue attraverso i reni, inoltre sono molto costosi e complessi da 
sintetizzare (Peer, Karp et al. 2007).  
5) Le nanoparticelle inorganiche sono basate principalmente sui metalli e sono state studiate per 
la risonanza magnetica e per altre tecniche di imaging ad alta risoluzione. Un tipo di 
nanoparticelle inorganiche sono le nanoshells (100-200nm), che racchiudono nello stesso carrier 
sia l’imaging che la terapia. Sono costituite da un nucleo di silice e da un sottile strato esterno 
metallico. Hanno una risonanza ottica che può essere regolata per assorbire o diffondere (scatter) 
praticamente ovunque nello spettro elettromagnetico, incluso il vicino infrarosso (near infrared 
region NIR), dove la trasmissione della luce attraverso i tessuti è ottimale. Le nanoshell 
“adsorbenti” sono ideali per le terapie basate sull’ipertermia, mentre quelle “scattering” sono 
utilizzabili come mezzi di contrasto. Un approccio simile è quello delle nanocages d’oro che 
sono più piccole (<50nm) delle nanoshells e possono generare calore in risposta alla luce NIR 
per approcci terapeutici. Tuttavia, le NP inorganiche non essendo biodegradabili non possono 
essere usate per una terapia sistemica in quanto accumulandosi nel corpo possono causare 





          
 
Figura 4. (A) Esempi di nanocarriers per il trasporto di farmaci ai siti tumorali. (B) Schema delle 
possibilità di caricamento di un farmaco, che può essere legato alla superficie del nanocarrier o può essere 
intrappolato all’interno. Da Nature Nanotechnology 2007. 
1.5.2. Nanoparticelle polimeriche 
1.5.2.1. Preparazione  
Esistono numerose tecniche per sintetizzare differenti NP e vengono scelte in base al tipo di 
sostanza che si utilizza, all’organo da raggiungere e alla via di somministrazione. In base al 
protocollo, i parametri possono essere personalizzati in modo da ottenere le NP con le 
caratteristiche desiderate. 
A seconda dei criteri che vengono scelti, i metodi di produzione delle NP sono principalmente 
tre: 1) dispersione di polimeri preformati; 2) polimerizzazione di monomeri; 3) metodo di 
gelificazione ionica per polimeri idrofilici. 
1) Dispersione di polimeri preformati 
La dispersione di polimeri preformati è la tecnica più comunemente usata per preparare 
nanoparticelle biodegradabili da acido polilattico (PLA), poli-D-L-glicolico (PLG), poli-lattico-





Questa tecnica può essere usata in diversi modi: 
a) metodo di evaporazione dei solventi. 
In questa tecnica il polimero viene disciolto in un solvente organico come il diclorometano o il 
cloroformio o l’etil acetato, che è usato anche come solvente per disciogliere il farmaco. La 
miscela di polimero e farmaco viene quindi emulsionata in una soluzione acquosa contenente un 
tensioattivo appropriato per formare un’emulsione olio/acqua. Dopo la formazione 
dell’emulsione stabile il solvente organico viene fatto evaporare aumentando la temperatura o la 
pressione con una continua agitazione della soluzione. 
b) Metodo di emulsionamento spontaneo o di diffusione del solvente. 
In questo metodo, che è una versione modificata del precedente, un solvente miscibile con 
l’acqua, come l’acetone o il metanolo, e un solvente organico non miscibile con l’acqua, come il 
diclorometano o cloroformio, sono usati come una fase oleosa. A causa della diffusione 
spontanea dei solventi, la turbolenza interfacciale che si crea tra le due fasi porta alla formazione 
di piccole particelle. Aumentando la concentrazione del solvente solubile in acqua si possono 
ottenere NP di dimensioni più piccole. 
Questi due metodi possono essere utilizzati per incapsulare farmaci sia idrofobici che idrofilici 
(Dinarvand, Sepehri et al.). 
2) Polimerizzazione di monomeri 
Le NP sono preparate a partire da monomeri che vengono polimerizzati in una soluzione 
acquosa. Gli agenti terapeutici vengono incorporati nelle nanosfere sia sciogliendo i farmaci 
nella soluzione di polimerizzazione sia mediante assorbimento del farmaco all’interno delle NP 
già polimerizzate. La sospensione di NP viene quindi purificata per rimuovere stabilizzatori e 
tensioattivi, mediante ultracentrifugazione. Questa tecnica viene usata prevalentemente per NP di 
poli-butil-cianoacrilato o di poli-alchil-cianoacrilato. La concentrazione dei tensioattivi e degli 
stabilizzanti determinano la dimensione delle NP (Mahapatro and Singh).  
3) Metodo di gelificazione ionica per polimeri idrofilici 
Con il metodo della gelificazione ionica si possono creare nanosfere partendo da polimeri e 
macromolecole idrofile naturali come alginato, chitosano e agarosio. Alla base di questa tecnica 
vi è il passaggio dei materiali dallo stato liquido a gel in seguito a interazioni ioniche a 








1.5.2.2. Materiali  
Le nanoparticelle biodegradiabili possono essere preparate a partire da molti materiali come ad 
esempio polisaccaridi o polimeri biodegradabili sintetici. La scelta del polimero di base è 
determinata dall’applicazione finale e dipende da molti fattori, come: 
- le dimensioni delle nanoparticelle desiderate; 
- le proprietà del farmaco che deve essere incapsulato, come ad esempio la solubilità e stabilità in 
acqua; 
- le caratteristiche della superficie, come carica e permeabilità 
- il grado di biodegradabilità e biocompatibilità e la tossicità; 
- il profilo di rilascio del farmaco 
- antigenicità del prodotto finale 
Le principali matrici polimeriche biodegradabili per la costruzione di NP utilizzate in medicina 
sono: 
L’acido polilattico (PLA). È un polimero biocompatibile e biodegradabile che nel corpo viene 
degradato in unità monomeriche di acido lattico, che è un prodotto della respirazione anaerobica. 
L’acido lattico viene normalmente prodotto dai muscoli, durante sforzi notevoli, e l’eccesso che 
si accumula nel sangue viene convertito attraverso un’opportuna via metabolica in glicogeno nel 
fegato. L’uso di nanoparticelle di PLA è sicuro e privo di tossicità importanti. 
Il poli-ε-caprolattone (PCL). Viene degradato per idrolisi dei legami esterei nelle normali 
condizioni fisiologiche e ha una tossicità minima o nulla. Inoltre PCL ha un tempo più lento di 
degradazione rispetto al PLA e quindi può essere utilizzato nella somministrazione di farmaci o 
per dispositivi impiantabili a lungo termine(Mahapatro and Singh).  
L’acido poli-D-L-lattico-co-glicolico (PLGA). È invece un co-polimero sintetizzato a partire 
dalla co-polimerizzazione di due monomeri diversi, l’acido glicolico e l’acido lattico (di solito in 
rapporto 50:50), che sono uniti insieme da legami esterei formando alla fine un poliestere 
lineare, amorfo e alifatico. Il PLGA, usato a partire dagli anni ‘70, è uno dei polimeri 
biodegradabili più usati ed è stato approvato dalla FDA per il trasporto dei farmaci grazie alla 
sua biocompatibilità, alle cinetiche idonee di biodegradazione, alle proprietà meccaniche e alla 
facilità di preparazione. Le NP di PLGA sono biodegradabili nell’organismo in quanto i loro 
legami esterei in presenza di acqua vengono idrolizzati nei monomeri originali, che sono due 
prodotti fisiologici di diverse vie metaboliche, e vengono facilmente metabolizzati nel ciclo di 
Krebs e quindi eliminati. Per questo il PLGA ha una tossicità sistemica minima (Dinarvand, 





Il poli-(etilenglicole) o PEG. È un polimero anfifilico sintetico biocompatibile, non tossico né 
allergenico o immunogenico, è solubile sia in soluzione acquosa che organica. Queste 
caratteristiche favorevoli ne permettono l’uso in campo biomedico e infatti la FDA ne ha 
approvato l’impiego come costituente di cibi, cosmetici e preparazioni farmaceutiche.  
1.5.2.3. Caratteristiche e vantaggi 
Le caratteristiche intrinseche delle nanoparticelle forniscono numerosi vantaggi nell’utilizzo di 
sistemi nanometrici come carrier di farmaci. 
 
Piccole dimensioni 
Le dimensioni sono la caratteristica più importante delle NP, perché determinano la distribuzione 
in vivo, il destino biologico, la stabilità, la tossicità e l’abilità di targeting. Inoltre influenzano il 
caricamento e il rilascio  dei farmaci. I nanomateriali possiedono piccole dimensioni simili a 
quelle delle macromolecole biologiche, come peptidi, proteine e acidi nucleici. Questa similarità 
favorisce l’uptake intracellulare dei nanomateriali rispetto a materiali di dimensioni 
micrometriche, rendendoli perciò degli eccellenti candidati per il target specifico di farmaci nelle 
cellule tumorali. Inoltre i nanomateriali una volta internalizzati sono in grado di interagire con 
molecole di specifici compartimenti intracellulari, permettendo di agire su pathways coinvolte 
nella sopravvivenza e nella proliferazione delle cellule neoplastiche. Infine, le piccole 
dimensioni dei materiali offrono la possibilità di eludere il sistema di difesa dell’organismo e di 
superare le barriere vascolari e quindi permettono di raggiungere diverse aree corporee mediante 
il torrente ematico (Bae, Chung et al.). 
Tra gli anni ‘80 e ‘90 sono stati sviluppati diversi sistemi di dimensioni micrometriche per il 
trasporto di farmaci. L’entusiasmo iniziale per l’uso di microparticelle in medicina è stato però 
smorzato dalle dimensioni di questi traportatori, che non erano in grado di attraversare la barriere 
della mucosa. In confronto alle microparticelle, le nanoparticelle intorno ai 100nm hanno un 
uptake intracellulare 2.5 volte maggiore rispetto alle particelle di 1µm; inoltre sono più adatte 
per attraversare le membrane mucosali e per essere somministrate per via endovenosa. Secondo 
alcuni studi sembrano anche essere in grado di attraversare la barriera emato-encefalica in 
seguito a specifiche modificazioni (Kreuter, Ramge et al. 2003). 
Le dimensioni influenzano anche la degradazione del polimero. Ad esempio si è visto che in 
vitro il tasso di degradazione del PLGA aumenta con l’aumentare delle dimensioni delle NP; 
mentre nelle piccole particelle i prodotti di degradazione del PLGA diffondono facilmente fuori 





polimerica per un periodo più lungo causando una degradazione autocatalitica del polimero 
(Dunne, Corrigan et al. 2000). 
 
Trasporto di molecole 
I nanomateriali possono trasportare un numero elevato di molecole diagnostiche o terapeutiche 
(farmaci e macromolecole biologiche come proteine, peptidi e acidi nucleici) e in questo modo è 
possibile aumentare la biodisponibilità e la concentrazione locale dei farmaci in seguito alla 
somministrazione sistemica. Ad esempio, una nanoparticella polimerica di 70nm può contenere 
circa 2000 molecole di farmaco, caratteristica che permette di ottenere una significativa efficacia 
terapeutica. 
Il caricamento dei farmaci all’interno delle nanoparticelle può avvenire in 2 modi:  
- metodo di incorporazione, in cui il farmaco viene incapsulato all’interno della nanoparticella 
durante la sua produzione. 
- metodo di assorbimento, in cui il farmaco viene coniugato al polimero dopo che la 
nanoparticella è stata formata (figura 4B). 
In entrambi i casi, l’efficienza di caricamento dipende dalla solubilità del farmaco nella matrice o 
nel polimero (dove sarà dissolto o disperso) che è correlata con la composizione polimerica, il 
peso molecolare, la presenza di gruppi funzionali (esteri e carbossilici) e le interazioni ioniche 
che possono favorire l’interazione tra farmaco e polimero (Mahapatro and Singh). 
Incapsulando le sostanze terapeutiche al loro interno, i nanomateriali offrono la possibilità di 
superare alcune limitazioni dei chemioterapici attuali, come ad esempio la loro idrofobicità. 
Inoltre, i farmaci tradizionali con un basso peso molecolare vengono eliminati rapidamente dai 
reni, portando ad una diminuzione della concentrazione effettiva nel sito target. Al contrario, i 
farmaci incorporati nei nanoveicoli, hanno un tempo di permanenza nel torrente sanguigno 
abbastanza lungo da permettere ad una quantità sufficiente di farmaco di raggiungere il tessuto 
target.  
Un altro vantaggio delle nanoparticelle rispetto ai chemiotarapici liberi è la loro abilità di 
controllare il rilascio dei farmaci sia durante il trasporto che al sito di localizzazione. Il rilascio 
del farmaco dipende dalla sua solubilità, dalla diffusione attraverso la matrice della NP, dalla 
degradazione del polimero. Se il farmaco è assorbito sulla superficie della NP, la rottura dei 
legami comporta un rapido rilascio iniziale (“burst”), invece se è incorporato all’interno della NP 
l’effetto ”burst” iniziale è ridotto e il rilascio è più graduale, perchè il polimero funziona da 
barriera per il passaggio del farmaco dal nucleo della NP all’esterno. Pertanto, dal momento che i 





lato proteggerli da una prematura degradazione, e dall’altro minimizzarne la tossicità sui tessuti 
sani. 
 
Superamento della resistenza 
Uno dei limiti della chemioterapia è lo sviluppo di resistenza da parte delle cellule tumorali. Il 
fenomeno della resistenza multipla ai farmaci (MDR) può essere dovuto all’overespressione 
sulla membrana plasmatica di alcune cellule neoplastiche della p-glicoproteina (P-gp), che è 
capace di estrudere fuori dalla cellula vari xenobiotici carichi positivamente, inclusi agenti 
antitumorali. Le nanoparticelle sembrano essere in grado di ripristinare la sensibilità delle cellule 
agli agenti chemioterapici eludendo la MDR P-glicoproteina-mediata. La causa và ricercata nel 
fatto che probabilmente la P-gp riconosce i farmaci che devono essere espulsi dalla cellula solo 
quando sono presenti nella membrana plasmatica, e non quando sono localizzati nel citoplasma o 
nei lisosomi dopo l’endocitosi delle NP (Peer, Karp et al. 2007). 
 
Modifiche superficiali 
La superficie delle nanoparticelle può essere modifica principalmente per 2 motivi: per 
migliorare la circolazione nel torrente sanguigno e per migliorare il targeting del sito bersaglio. 
 
Biodistribuzione  
Uno dei problemi legati all’uso delle nanoparticelle somministrate per via intravenosa è la loro 
rimozione veloce effettuata dalle cellule fagocitarie. I macrofagi sono una delle difese innate e 
filtrano ed eliminano le particelle estranee, comprese le NP, che si trovano nel circolo sanguigno. 
Nello specifico, le immunoglobuline del siero, i componenti complementari e le opsonine 
possono legarsi alla superficie idrofobica delle NP, agendo come un ponte tra le nanoparticelle e 
i fagociti. Questo comporta anche una modifica al normale profilo di biodistribuzione di un 
farmaco, dal momento che le NP convenzionali e non modificate vengono eliminate 
massivamente dagli organi ricchi di macrofagi, come fegato, milza, polmoni e midollo osseo 
(Mahapatro and Singh). 
È quindi necessario apportare delle modifiche alla superficie delle nanoparticelle, affinché queste 
non vengano riconosciute dal sistema immunitario e si possa prolungare la loro circolazione in 
vivo. La modifica della superficie delle NP gioca un ruolo fondamentale per il successo delle 
applicazioni in vivo. La superficie delle NP può essere modificata utilizzando biomolecole che si 
trovano normalmente nel corpo, in modo che le nanosfere siano libere di circolare nel torrente 
ematico per un periodo di tempo abbastanza lungo e abbiano una maggior probabilità di 





Sono state sviluppate diverse modificazioni, ma la più efficace sembra essere l’aggiunta sulla 
superficie delle NP del PEG, un copolimero biodegradabile che contiene una catena idrofilica. Il 
PEG fornisce una protezione sterica contro il legame delle proteine del siero e la conseguente 
fagocitosi e di conseguenza aumenta l’emivita delle nanoparticelle nel circolo sanguigno (Lu, 
Wang et al. 2009; Yang, Liu et al. 2010). 
 
Targeting passivo e attivo 
Si è osservato che, mentre le sostanze a basso peso molecolare generalmente si distribuiscono 
indifferentemente nei tessuti sani e malati, i farmaci macromolecolari come le nanoparticelle si 
accumulano in modo passivo prevalentemente a livello dei tumori dove la permeabilità vascolare 
è maggiore e permette alle nanoparticelle di extravasare. Questo fenomeno è definito “Enhanced 
Permeability and Retention effect”, più comunemente noto come effetto EPR, ed è dovuto a: 
- un’aumentata permeabilità vascolare (Enhanced Permeability) rispetto al tessuto sano, dovuta a 
una irregolare architettura dei vasi sanguigni, che presentano un endotelio discontinuo; ad una 
maggiore produzione di mediatori vascolari che facilitano l’extravasazione, come VEGF 
(vascular endothelial growth factor); ad un’attiva angiogenesi che garantisce al tumore il giusto 
apporto di ossigeno e sostanze nutrienti necessarie alla replicazione cellulare e quindi alla 
crescita del tumore. Tutti questi fattori permettono una massiccia extravasazione nel tessuto 
tumorale di macromolecole e piccole particelle, con massa compresa fra 20 e 800kDa (Maeda, 
Fang et al. 2003). 
- un ridotto drenaggio del sistema linfatico nel tessuto tumorale (Enhanced Retention) che riduce 
la clearance delle macromolecole con conseguente accumulo nel tessuto stesso. 
Sfruttando queste caratteristiche, si può ottenere un targeting passivo, mediante il quale le NP 
possono veicolare i farmaci antineoplastici nelle cellule tumorali sfruttando l’effetto EPR, 
limitando la diffusione nei tessuti sani che, essendo irrorati da vasi a struttura meno permeabile, 
non vengono raggiunti dalle NP.  
Sebbene questo approccio sia alla base della terapia clinica, soffre di alcune limitazioni. Non 
tutte le cellule all’interno di un tumore riescono ad essere raggiunte allo stesso modo dalle 
nanoparticelle (vengono raggiunte principalmente quelle più vicine ai vasi); inoltre non tutti i 
tumori mostrano l’effetto EPR, come quelli ematologici che non formano masse tumorali (ad 
esempio la LLC). Un modo per superare queste limitazioni è funzionalizzare i nanocarrier in 
modo che possano legare cellule specifiche dopo l’extravasazione. Questo targeting attivo può 
essere ottenuto attaccando alla struttura polimerica ligandi che riconoscono e legano le cellule 





internalizzate da parte delle cellule e rilasciare il farmaco al loro interno (figura 5). I ligandi 
possono essere proteine, soprattutto anticorpi o frammenti anticorpali, acidi nucleici come 
aptameri o altri ligandi di recettori, come vitamine o carboidrati (Bae, Chung et al.; Peer, Karp et 
al. 2007). 
 
              
Figura 5. Rappresentazione schematica dei diversi meccanismi utilizzati dai nanovettori per trasportare 
farmaci ai tumori. Il targeting passivo si ottiene con l’extravasazione delle nanoparticelle mediante 
l'aumento della permeabilità vascolare tumorale e il drenaggio linfatico inefficace (effetto EPR). Il 
targeting attivo (inserto) può essere ottenuto funzionalizzando la superficie delle nanoparticelle con 
ligandi che promuovono il riconoscimento e il successivo legame a cellule specifiche 
1.5.3. Immunonanoparticelle biodegradabili per il trattamento di LNH e LLC 
Tra i nuovi trattamenti che si stanno sviluppando per la terapia di LNH e LLC, le nanoparticelle 
sono emerse come un nuovo e promettente approccio per superare gli effetti collaterali, le 
ricadute e lo sviluppo di farmaco-resistenza correlati con gli attuali standard terapeutici.  
Le nanoparticelle biodegradabili (BNP) proposte da Mansilla et al (Mansilla, Marin et al. 2010) 
sono in grado di incapsulare stabilmente al loro interno uno o più agenti chemioterapici e di 
essere direzionate in modo selettivo sulle cellule target grazie alla presenza di un anticorpo 
monoclonale sulla loro superficie. In questo modo i farmaci contenuti nelle BNP vengono 
rilasciati in maniera sicura esclusivamente sulle cellule B neoplastiche, dove producono il loro 
effetto apoptotico, preservando le cellule sane dell’organismo.  
Questo tipo di nanoparticelle costituisce un veicolo per il trasporto di farmaci attualmente in uso, 





nei LNH) che con la somministrazione tradizionale comportano una scarsa selettività e 
conseguentemente una elevata tossicità. Inoltre, anche farmaci tradizionalmente non utilizzati 
come agenti anti-neoplastici ma che recentemente hanno dimostrato capacità di indurre apoptosi, 
potrebbero essere sfruttati grazie alle BNP. Un esempio è fornito dall’idrossiclorochina, un 
immunosopressore utilizzato come anti-malarico che a basse dosi agisce bloccando l’autofagia 
mentre a dosi elevate è anche in grado di indurre apoptosi (Maycotte, Aryal et al.). 
Le BNP proposte da Mansilla et al sono composte di PEG-PLGA (polietilenglicole e acido poli-
lattico-co-glicolico), contengono al loro interno idrossiclorochina e presentano sulla loro 
superficie un anticorpo monoclonale anti-CD20 o anti-CD19. Queste BNP sono state testate su 
cellule B di leucemia linfatica cronica e si è visto che anche a basse concentrazioni inducono 
morte cellulare (Mansilla, Marin et al. 2010).  
Le BNP inoltre possono essere utilizzate a scopo diagnostico, in quanto sono in grado di 
incapsulare al loro interno mezzi di contrasto; consentono ad esempio la combinazione di diversi 
traccianti e quindi la simultanea rivelazione con diverse tecniche di imaging, con il vantaggio di 
amplificare notevolmente il segnale dell’agente diagnostico.  
Tale versatilità permette pertanto di creare sistemi multifunzionali capaci di riconoscere il sito 
bersaglio dove è in atto la patologia e contemporaneamente visualizzare, curare e monitorare la 





Il linfoma di Burkitt (LB) e la leucemia linfatica cronica a cellule B (B-LLC) sono due malattie 
oncoematologiche molto diverse tra di loro, sia dal punto di vista biologico che clinico. Tuttavia 
sono accomunate dalla mancanza di un trattamento terapeutico che sia in grado di eradicare 
completamente la malattia in tutti i pazienti. Negli ultimi anni i progressi in campo scientifico e 
medico hanno permesso di migliorare le risposte e prolungare la sopravvivenza dei pazienti, 
grazie all’introduzione da un lato di regimi chemioterapici più aggressivi basati sull’associazione 
di più agenti, dall’altro di anticorpi monoclonali. I regimi polichemioterapici si sono rivelati 
fondamentali soprattuto per il trattamento del linfoma di Burkitt, un tipo di linfoma non-Hodgkin 
(LNH) particolarmente aggressivo, mentre l’introduzione dell’anticorpo monoclonale Rituximab, 
in associazione alla chemioterapia, ha comportato un miglioramento della sopravvivenza in 
alcuni tipi di linfomi non-Hodgkin e in alcuni casi di leucemia linfatica cronica. 
Nonostante il miglioramento della risposta e della sopravvivenza, persistono però due limiti 
importanti: la tossicità elevata dei trattamenti polichemioterapici e le recidive. I pazienti con 
linfomi aggressivi (sopprattutto quelli con un’età superiore ai 40 anni) manifestano pesanti 
complicazioni ed effetti collaterali dopo i trattamenti. Inoltre una parte dei pazienti (in 
particolare quelli con una prognosi negativa alla diagnosi e pertanto ad alto rischio), nonostante 
l’utilizzo di Rituximab, non ottiene una risposta completa e la malattia residua non curata porta 
allo sviluppo di recidive che il più delle volte sono resistenti ai successivi trattamenti. 
È quindi importante trovare nuove terapie, soprattutto per questi pazienti ad alto rischio, 
refrattari alle terapie standard. 
Il lavoro di questi tre anni si è inserito in questo contesto, con lo scopo di trovare uno strumento 
terapeutico alternativo che possa superare i limiti dei trattamenti attuali. 
La nostra attenzione si è spostata su un campo di ricerca relativamente nuovo, le nanotecnologie, 
che sempre più stanno interessando la ricerca oncologica. In particolar modo una delle 
applicazioni dei nanomateriali in campo tumorale è il “drug delivery”, cioè l’utilizzo di veicoli di 
dimensioni nanometriche per il trasporto di farmaci o altre molecole all’interno delle 
cellule.Sono in corso di studio numerosi nanovettori di questo tipo, e questo progetto si è 
focalizzato sullo studio di un tipo di immunonanoparticelle biodegradabili (BNP: 
“Biodegradable 
NanoParticles”) che cercano di coniugare la selettività d’azione e i ridotti effetti collaterali degli 





Lo scopo di questo progetto è stato quello di effettuare studi preclinici per valutare il potenziale 
terapeutico delle BNP nel trattamento di pazienti affetti da LNH e LLC; in particolare le BNP 
studiate sono costituite da un involucro polimerico ricoperto dall’anticorpo anti-CD20 Rituximab 
e contengono al loro interno due farmaci: un classico chemioterapico utilizzato per il trattamento 
della LLC, il clorambucile (CLB), e un agente anti-malarico, l’idrossiclorochina (HCQ), che 
recentemente è stato riconosciuto anche come pro-apoptotico che agisce in maniera indipendente 
da p53. 
Il nostro obiettivo è stato quello di caratterizzare l’efficacia terapeutica delle BNP in vitro ed in 
vivo. In vitro abbiamo voluto testare dapprima la capacità e la selettività di legame delle BNP 
sulle cellule CD20-positive (linee cellulari di LB, LLC e cellule isolate da pazienti con LLC) e 
cellule CD20-negative (tumori non ematologici o cellule endoteliali primarie). Dopodichè 
abbiamo valutato i meccanismi d’azione e la capacità delle BNP di indurre citotossicità nelle 
stesse linee cellulari, in confronto ai due farmaci non incapsulati e a Rituximab. 
Dal momento che i risultati raccolti in vitro non sempre rispecchiano gli effetti derivati 
dall’utilizzo di un agente terapeutico e le sinergie o gli antagonismi esistenti in vivo, ci siamo 
posti l’obiettivo di estendere gli studi a modelli animali sviluppati in topo. A questo scopo 
abbiamo sviluppato in topi SCID un modello animale di linfoma di Burkitt e un modello animale 
di leucemia linfatica cronica. I due modelli, una volta caratterizzati, ci hanno offerto uno 
strumento per studiare in vivo le BNP, la loro distribuzione e le loro efficacia nella prospettiva di 
un possibile trattamento di queste due malattie oncoematologiche. 
La raccolta di questi dati preclinici permette una prima analisi del potenziale terapeutico di 
questo nuovo approccio e permette di giustificare i successivi studi preclinici e clinici necessari a 
completare la valutazione dell’uso clinico delle BNP. Inoltre questi studi offrono le basi per 
applicare lo stesso approccio ad altri tipi di tumore o, più semplicemente, a migliorare l’efficacia 




3.1. IMMUNONANOPARTICELLE BIODEGRADABILI  
Le nanoparticelle costituiscono un nuovo e promettente strumento terapeutico per il trattamento 
delle malattie oncoematologiche che, nonostante i numerosi progressi terapeutici forniti ad 
esempio dall’introduzione degli anticorpi monoclonali, continuano a presentare forti limitazioni 
nella completa remissione della malattia. Gli attuali trattamenti chemioterapici sono caratterizzati 
da una non-selettiva e quindi insufficiente distribuzione del farmaco al sito tumorale, con 
conseguente riduzione dell’efficacia, e da numerosi effetti collaterali. L’immunoterapia, in 
associazione alla chemioterapia, ha migliorato la risposta e la sopravvivenza, ma nonostante 
questo persiste una quota di pazienti che non risponde alle terapie e per i quali la prognosi è 
negativa. Questi pazienti refrattari o in ricaduta sono spesso caratterizzati da una resistenza 
multipla ai farmaci causata da mutazioni di oncogeni come p53 (Wilson, Teruya-Feldstein et al. 
1997), e l’efficacia di Rituximab, sebbene prolunghi la sopravvivenza, è limitata dalla quantità di 
antigene (CD20) espresso dalle cellule tumorali (Johnson, Boyle et al. 2009). 
In questo contesto, le immuno-nanoparticelle biodegradabili (BNP) rappresentano una nuova 
strategia per indirizzare in modo specifico nelle cellule tumorali elevate dosi di chemioterapici. 
3.1.1. Descrizione delle nanoparticelle 
Le BNP, utilizzate in questo studio sono nate da una collaborazione con il Dr. Luis Nunez, 
professore dell’Università di Chicago e fondatore della Bio-Target’s Technology e LNK 
Chemsolution laboratries (Chicago, Il, USA) e un gruppo di ricerca argentino guidato dal Dr. 
Eduardo Mansilla. 
I materiali utilizzati per la produzione delle BNP sono tutti approvati dalla FDA, aspetto che le 
rende disponibili per un futuro impiego clinico. Le BNP hanno un diametro medio di 250nm 
(misurato mediante Dynamic Light Scattering), sono prodotte con una tecnica di 
polimerizzazione senza emulsione e sono costituite da un involucro esterno (shell) e da un 
nucleo (core). L’involucro è composto da 3 polimeri biodegradabili e biocompatibili, PLGA-
PEG-COOH (acido poli-lattico-co-glicolico e poli etilen-glicole con un acido carbossilico 






monoclonale Rituximab legato sulla superficie. La presenza di Rituximab conferisce alle BNP la 
capacità di legare esclusivamente le cellule esprimenti CD20, quindi nel nostro caso 
principalmente le cellule linfomatose e leucemiche. 
Il nucleo contiene 2 farmaci: clorambucile e idrossiclorochina. 
Il clorambucile (CLB), farmaco tradizionalmente utilizzato per il trattamento della LLC, in 
clinica viene somministrato per via orale, e questo causa problemi legati al fatto che la quantità 
di farmaco assorbita nel sangue varia molto da paziente a paziente (Kalil and Cheson 2000). 
Inoltre, molti pazienti ad un certo punto diventano resistenti al trattamento e richiedono dosi 
maggiori di CLB, con maggiori effetti tossici. Racchiudendo il CLB all’interno delle BNP si 
possono superare questi limiti e migliorare il suo utilizzo non solo per la LLC ma anche per altre 
malattie oncoematologiche (Mansilla 2012). 
L’idrossiclorochina (HCQ) è un immunosopressore utilizzato come anti-malarico e come 
“disease-modifying anti-rheumatic drug” (DMARD) molto attivo nella terapia dell’artrite 
reumatoide e del lupus eritematoso sistemico. A queste concentrazioni sembra agire mediante il 
blocco dell’autofagia, meccanismo che la cellula può utilizzare come difesa da agenti tossici, che 
vengono inglobati all’interno di autofagosomi; questi vanno poi a fondersi con i lisosomi dove le 
sostanze vengono degradate. In questo modo la cellula è in grado di eliminare eventuali 
chemioterapici ed eluderne l’azione citotossica (White and DiPaola 2009). L’idrossiclorochina 
non viene normalmente utilizzata come farmaco nella terapia di linfomi e leucemie, ma 
recentemente ha dimostrato un interessante effetto pro-apoptotico ed è stata selezionata dal 
National Cancer Institute come farmaco antiproliferativo. Le proprietà antitumorali di 
idrossiclorochina necessarie per indurre apoptosi in vitro dipendono dalla sua concentrazione, 
che è molto più alta rispetto alle dosi normalmente usate come anti-reumatico, tanto che in vivo 
tale concentrazione non può essere raggiunta attraverso somministrazioni orali o parenterali 
(Mansilla, Marin et al. 2010). Il suo meccanismo d’azione è ancora in corso di studio, ma sembra 
agire in modo simile agli agenti lisosomotropici, che si accumulano preferenzialmente in 
organelli intracellulari come i lisosomi, dove agiscono sul pH inducendo la permeabilizzazione 
della membrana lisosomiale e probabilmente attivando l’apoptosi p-53 indipendente.  
In considerazione di questo, abbiamo pensato di incapsulare nelle nanoparticelle un efficace 
agente chemioterapico, il CLB, insieme ad alte concentrazioni di un agente inibitore 
dell’autofagia e pro-apoptotico, l’HCQ, in modo tale che quest’ultima possa aumentare l’effetto 







Abbiamo utilizzato 3 tipi di BNP (figura 1), tutte risospese in PBS (pH=7.4) con 10% di 
albumina sierica bovina (BSA). Le BNP0 sono costituite esclusivamente dal polimero alla 
concentrazione di 1.66mg/mL, le BNP1 presentano sulla superficie l’anticorpo anti-CD20 
Rituximab (8.824µg/mL) e le BNP2 sono state preparate incapsulando all’interno gli agenti 
terapeutici (5mg/mL ciascuno) e legando sulla superficie l’anti-CD20. Al momento dell’uso le 











Figura 1. Caratteristiche delle BNP usate per 
gli esperimenti. (A) In tabella sono riportate le 
caratteristiche dei 3 tipi di BNP utilizzate, con le 
relative quantità di polimero, chemioterapici e 
Rituximab per mL. Nel considerare la 
concentrazione delle BNP per tutti gli esperimenti 
ci siamo basati sulla concentrazione di polimero, 
che è stato diluito da 1.66mg/mL a 0.9mg/mL. Di 
questa diluizione sono stati utilizzati 0.5, 1 e 2 µL. 
Dalla tabella si può risalire alle corrispondenti 
quantità di Rituximab e chemioterapici. 




























3.2.1. Tossicità in vitro 
Le BNP sono state costruite con polimeri biodegradabili e biocompatibili, approvati dalla FDA, 
che dovrebbero pertanto presentare un profilo tossicologico sicuro. In previsione di un futuro 
utilizzo in vivo, per prima cosa abbiamo voluto verificare la tossicità su cellule non esprimenti il 
CD20, l’antigene target contro cui le BNP sono dirette, per capire da un lato se le BNP di per sè 
sono sicure, dall’altro se effettivamente sono selettive per le cellule esprimenti il CD20 o se 
entrano indistintamente in tutte le cellule.  
A questo scopo sono state utilizzate 4 linee cellulari CD20-negative (SK-MEL-28, linea di 
melanoma umano; LoVo, colon carcinoma umano; CHO, cellule ovariche di criceto; HUVEC, 
cellule endoteliali primarie), sulle quali abbiamo testato i 3 tipi di BNP ed in parallelo i 2 farmaci 
liberi, alla dose corrispondente a quella incapsulata all’interno delle BNP. La vitalità cellulare è 
stata valutata mediante test MTT, dopo aver incubato le cellule con le BNP o i farmaci per 48 ore 
a 37°C. I risultati (figura 2) hanno dimostrato innanzitutto che le BNP0 (costituite dal solo 
polimero) e le BNP1 (polimero con Rituximab) non mostrano alcuna tossicità sulle 4 linee 
cellulari, a dimostrazione del fatto che sono costituite da materiali non tossici per le cellule. Le 
BNP2 (contenenti i farmaci) inducono tossicità cellulare solo nelle CHO e nelle MEL-28, 
tuttavia non arrivano mai superare il 20% di killing, e tale effetto è minimo se paragonato con i 
farmaci liberi che, non essendo selettivi, uccidono in modo elevato le cellule, inducendo 









Figura 2. Effetto citotossico delle BNP su cellule CD20 negative. 200.000 cellule/200µL di 4 linee 
cellulari (CHO, chinese hamster ovary; MEL-28, melanoma umano; LOVO, colon carcinoma umano; 
HUVEC, human umbelical vein edothelial cells) sono state incubate con 2µL di BNP0, BNP1 e BNP2 e 
la corrispondente quantità di HCQ e CLB (5.4µg ciascuno) per 48 ore a 37°C. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. I valori 
sono espressi come media±DS. *p<0.01 vs BNP0 o BNP1. **p<0.001 vs BNP0 o BNP1. 
3.2.2. Tossicità in vivo 
Una volta verificata la tossicità in vitro, siamo passati a studiare il profilo tossicologico delle 
nanoparticelle in vivo, utilizzando topi C57/BL. Gruppi di 5 animali ciascuno hanno ricevuto 
dosi crescenti di BNP1, BNP2 o di CLB+HCQ (4 e 8 iniezioni intraperitoneo) (figura 3A) e sono 
stati seguiti per 28 giorni al fine di valutare variazioni del peso corporeo e sopravvivenza. In 
questo esperimento soltanto gli animali che hanno ricevuto 8 iniezioni di CLB+HCQ sono morti, 
tuttavia l’analisi del peso corporeo (figura 3B) ha mostrato un significativo calo ponderale nei 
topi che hanno ricevuto 4 iniezioni dei farmaci. Le BNP1 e le BNP2 invece hanno mostrato un 
profilo tossicologico sicuro, senza significative perdite di peso in tutti gli animali trattati. 
L’analisi istologica degli organi prelevati conferma questi dati, infatti i tessuti dei topi inoculati 
con le BNP mantengono tutti una morfologia normale. 
Il profilo tossicologico dimostra che non solo che le BNP sono sicure e prive di tossicità 
rilevanti, ma permette anche di evidenziare come le dosi utilizzate di farmaci non causino effetti 
collaterali quando sono incapsulate all’interno delle BNP, ma se date libere comportano pesanti 
tossicità fino a causare la morte degli animali. Questi dati confermano una delle caratteristiche 
delle nanoparticelle, e cioè la possibilità di trasportare in modo sicuro elevate quantità di agenti 








Figura 3. Studio tossicologico in topi C57/BL. Per valutare la tossicità dei composti sugli animali sani, 
5 topi C57/BL (peso medio circa 21gr) sono stati trattati intraperitoneo (i.p.) con BNP1, BNP2 o 
CLB+HCQ alle dosi indicate per 4 volte (gg 1, 3, 5, 8) o per 8 volte (gg 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15, 17). (A) La 
tabella riporta lo schema di trattamento utilizzato e la mortalità. (B) Variazioni del peso corporeo 




























3.3. ATTIVAZIONE DEL SISTEMA IMMUNITARIO 
3.3.1. Effetto delle BNP sulla linea macrofagica THP-1 
Le nanoparticelle non modificate tendono ad essere riconosciute ed eliminate dal sistema 
immunitario, in particolar modo le immunoglobuline o i componenti complementari presenti nel 
plasma legano la superficie delle nanoparticelle e ne favoriscono la rimozione da parte delle 
cellule fagocitarie. Tuttavia, numerosi studi hanno dimostrato che modificazioni superficiali 
possono eludere il sistema immunitario e aumentare il tempo di circolazione delle nanoparticelle 
(Yang, Liu et al. 2010). Nel nostro caso le BNP sono state costruite con l’aggiunta di un 
polimero anfipatico, il PEG, che grazie alla sua catena idrofilica crea un ingobro sterico che 
limita il legame di componenti immunitarie alla superficie delle BNP. 
Per verificare l’effetto delle nostre BNP su cellule macrofagiche, abbiamo utilizzato una linea 
cellulare da monociti, le THP-1, incubando le cellule con dosi crescenti di BNP1 e BNP2 per 48 
ore a 37°C. Il risultato, valutato mediante MTT (figura 4), dimostra un elevato killing delle 
cellule (circa 98%), probabilmente in seguito alla fagocitosi delle BNP2 da parte delle cellule 
stesse. Da questi dati preliminari sembra quindi che il PEG non sia in grado di evitare la 
fagocitosi delle BNP. Pertanto, nell’ottica di un possibile utilizzo in vivo, ci si potrebbe aspettare 
una deplezione dei macrofagi in seguito alla somministrazione delle BNP. Tuttavia questo 
meccanismo cosituisce anche una possibile via di eliminazione delle BNP, che dovrà essere 
approfondito. 
 
Figura 4. Effetto delle BNP sulla linea di monociti THP-1. La linea di monociti THP-1 (200.000 
cellule/200 µL) è stata incubata con 2µL di BNP1 e 0.5, 1 e 2µL di BNP2 per 48 ore a 37°C. La vitalità 
delle cellule residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata 





3.3.2. Attivazione del complemento 
Uno dei principali meccanismi di difesa del sistema immunitario che può essere attivato dalle 
BNP che entrano nel circolo sanguigno è il sistema complementare (Yang, Liu et al. 2010), 
pertanto abbiamo voluto verificare se le nostre BNP attivano la via classica del complemento. Le 
BNP1 sono state incubate con siero NHS (normal human serum) diluito 1:2 come fonte di 
complemento per 30 minuti a 37°C, dopo 3 lavaggi sono stati aggiunti gli anticorpi biotinilati 




Figura 5. Attivazione della via classica del complemento. BNP1 (10µL) sono state incubate con siero 
(NHS, normal human serum) diluito 1:2 come fonte di complemento in un volume finale di 50 µL per 30 
minuti a 37°C, dopo 3 lavaggi sono stati aggiunti gli anticorpi biotinilati anti C1q o anti C3 e il legame è 
stato rilevato con la streptavidina marcata con la fluoresceina-5-isotiocianato (FITC). Le BNP sono state 
analizzate mediante citofluorimetria (citofluorimetro a flusso FACSCalibur, Becton Dickinson). L’anti 
human-FITC è stato utilizzato come controllo positivo. 
 
I campioni ottenuti sono stati analizzati mediante analisi citofluorimetrica (citofluorimetro a 
flusso FACSCalibur, Becton Dickinson) e i risultati ottenuti (figura 5) evidenziano che il C1q 
non si lega alle BNP, a dimostrazione del fatto che le BNP non sembrano indurre attivazione 
della via classica. Il legame del C3 sembra essere minimo, quindi, come ulteriore verifica, 
abbiamo valutato mediante test ELISA la presenza di TCC (complesso terminale del 
complemento) nei sovranatanti ottenuti dall’incubazione delle BNP1 con siero, per verificare se 
il legame del C3 fosse dovuto ad un’attivazione della via alternativa con formazione finale del 
TCC. Per l’ELISA è stato effettuato un coating con l’anticorpo aE11, che riconosce un neo-
epitopo del C9 che si forma quando polimerizza all’interno del TCC, e l’eventuale presenza del 
TCC nei sovranatanti è stata rilevata con l’anti-C5 biotinilato e la streptavidina fosfatasi. I 
risultati (non riportati) indicano che la quantità di TCC formato è uguale a quella presente 







3.4. LINFOMA DI BURKITT 
Una volta verificato che le BNP non sono tossiche per le cellule CD20 negative, mostrano un 
buon profilo tossicologico in topi sani e non sembrano indurre l’attivazione del complemento, 
abbiamo iniziato a caratterizzarle per valutarne la possibile efficacia terapeutica. 
3.4.1. Espressione dell’antigene CD20 sulle cellule di Linfoma di Burkitt 
Gli sforzi maggiori nello sviluppo di una terapia mirata dei tumori sono rivolti a individuare i 
target che caratterizzano la cellula tumorale. Nel caso del linfoma di Burkitt e più in generale dei 
linfomi non-Hodgkin questo step è stato raggiunto mediante l’individuazione di diversi antigeni 
B-linfocitari che possono essere utilizzati come antigeni tumore associati dal momento che la 
loro espressione è maggiore sulle cellule B tumorali rispetto alle cellule normali. Un esempio è 
rappresentato dalla molecola CD20, presente nelle fasi di maturazione dei linfociti B. Si trova 
infatti sui linfociti pre-B e sui linfociti B maturi normali e neoplastici, ma non sulle cellule 
staminali emopoietiche, sulle cellule pro-B, sulle plasmacellule normali secernenti anticorpi o su 
altri tessuti normali (Cotran R 1999).  
Per iniziare lo studio si è deciso di utilizzare la linea cellulare di linfoma di Burkitt EBV-
negativa BJAB (Burkitt’s Lymphoma Line), fornita dalla Dott.ssa Josee Golay degli Ospedali 
Riuniti di Bergamo, sulla quale abbiamo valutato per prima cosa l’espressione sulla superficie 
cellulare di CD20 mediante citofluorimetria a flusso. A questo scopo le cellule sono state 
incubate con Rituximab e il legame antigene-anticorpo è stato rivelato mediante un anticorpo 
secondario anti-human FITC. L’analisi citofluorimetrica (figura 6) conferma l’espressione di 
elevati livelli di CD20 da parte delle cellule BJAB. 
 
Figura 6. Espressione di CD20 su cellule di linfoma non-Hodgkin. Le cellule BJAB (500.000/prova) 
sono state incubate con Rituximab (5µg/mL) per 1 ora a 37°C e dopo 3 lavaggi con l’anti-human FITC 







È noto dalla letteratura che il CD20, molecola a 4 domini transmembrana presente su tutta la 
superficie cellulare, sia blandamente associata a strutture lipidiche ricche in colesterolo, dette 
“lipid rafts”, e solo dopo il legame con Rituximab (ed altri anticorpi anti-CD20, tutti classificati 
per questa proprietà come di tipo I) l’associazione è rafforzata e il CD20 viene concentrato 
all’interno dei “lipid rafts”(Janas, Priest et al. 2005). Analisi al microscopio a fluorescenza 
(Leica DM2000 optical Microscope; Leica, Germany) delle BJAB dopo marcatura con 
Rituximab confermano la concentrazione del CD20 in zone specifiche della superficie cellulare 
(figura 7). 
 
Figura 7. Localizzazione di CD20 sulla superficie di cellule di linfoma non-Hodgkin. Le cellule 
BJAB sono state incubate con Rituximab (5µg/mL) e successivamente con l’anti-human FITC. I nuclei 
sono marcati con DAPI (1µg/ml) per 5 minuti a RT. La fluorescenza nel verde e nel blu delle cellule 
BJAB è stata quindi analizzata con un microscopio a fluorescenza (Leica DM2000 optical Microscope; 
Leica, Germany) e le foto sono state effettuate con Leica DFC320 digital camera. Original magnification 
400x. Ingrandimento 600x (riquadro). 
3.4.2. Legame delle BNP alle cellule di Linfoma di Burkitt 
Il CD20 è stato uno dei primi antigeni tumore associati ad essere utilizzato per l’immunoterapia. 
A questo scopo è stato sviluppato l’anticorpo monoclonale chimerico Rituximab e, più 
recentemente, altri anticorpi monoclonali di seconda o terza generazione (umanizzati o umani 
che legano epitopi diversi). Rituximab ha ricevuto l’approvazione dalla FDA ed è entrato in 
clinica per il trattamento del LNH (Cheson and Leonard 2008).  
Nella costruzione delle BNP, abbiamo pensato di “sfruttare” l’immunoterapia per quanto 
concerne la scelta di un antigene stabile, il CD20, sul quale è già stato ampiamente testato il 
legame dell’anticorpo Rituximab.  
Le nanoparticelle non modificate infatti tendono a concentrarsi a livello dei tumori grazie 





permeabilità vascolare nei siti tumorali. Tuttavia questo targeting passivo non è efficace nel 
raggiungere tutte le cellule tumorali (Peer, Karp et al. 2007).  
Le nostre BNP invece sono state modificate legando alla loro superficie Rituximab, in modo tale 
da effettuare un targeting attivo sulle cellule neoplastiche. Attraverso il legame antigene-
anticorpo (CD20-Rituximab) possiamo infatti indirizzarle sulle cellule linfomatose B e 
risparmiare le cellule sane dell’organismo. 
Per valutare la capacità delle BNP di legare il CD20 espresso sulle cellule BJAB, abbiamo 
marcato le BNP0 e le BNP1 con il fluoroforo Cy5.5 (N-hydroxysuccinimmide ester of the 
cyanine 5.5 FluorolinkTMCy5.5 Monofunctional Dye) e le cellule con il colorante di membrana 
FastDiO. L’incubazione è stata effettuata a diverse tempistiche (1, 2, 4 e 6 ore) e le cellule sono 
state poi analizzate mediante microscopia confocale. Già dopo un’ora di incubazione abbiamo 
potuto osservare il legame delle BNP1 alle cellule BJAB (figura 8), mentre le BNP0 non 
mostrano alcun tipo di legame sulle cellule. 
                                                                         
Figura 8. Legame delle BNP1 alle cellule di linfoma non-Hodgkin. Le cellule BJAB sono state 
marcate con il colorante di membrana Fast DiO (fluorescenza verde) e incubate con le BNP1 marcate con 
la Cy5.5 (fluorescenza nel vicino infrarosso). Dopo 1 ora di incubazione a 37°C e successivi lavaggi è 
stata effettuata una goccia di campione su vetrino da microscopia e le cellule sono state analizzate 
mediante microscopio confocale (IX81, Olympus, Germany). (A) Original magnification 600x. (B) Le 
immagini sono state rielaborate per ottenere la struttura 3D con il programma IMARIS 4 Trial Version.  
 
Lo stesso risultato è stato ottenuto mediante analisi citofluorimetrica. In questo caso le cellule 









Figura 9. Analisi citofluorimetrica del legame di BNP0 e BNP1 alle cellule di linfoma non-Hodgkin. 
Le cellule BJAB (500.000/prova) sono state incubate con 5µL BNP0 e BNP1 marcate FITC per 1, 2, 4 e 6 
ore a 37°C. Dopo lavaggi e fissazione delle cellule il legame è stato analizzato mediante citofluorimetria a 
flusso.  
 
Anche in questo caso le analisi mostrano che le BNP0 non legano in modo significativo le 
BJAB, mentre è confermato il legame delle BNP1 (figura 9). È interessante notare come il picco 
massimo del legame è rilevato ad 1 ora di incubazione , mentre nelle ore successive va 
diminuendo. Questo può essere spiegato dal fatto che una volta legate alla membrana plasmatica 
delle cellule, le BNP1 sono via via internalizzate, pertanto diminuisce la loro concentrazione 
sulla superficie, e la marcatura viene degradata all’interno della cellula. 
3.4.3. Effetto di clorambucile e idrossiclorochina sulle cellule di Linfoma di Burkitt 
Il clorambucile e l’idrossiclorochina sono stati scelti come agenti terapeutici da inserire 
all’interno delle BNP2 per la loro capacità di indurre citotossicità. In particolar modo il CLB è 
già utilizzato in clinica per il trattamento di alcune malattie oncoematologiche, mentre 
l’idrossiclorochina solo recentemente è stata definita come farmaco antiproliferativo. A 





BJAB, valutando la vitalità cellulare dopo 48 ore di incubazione a 37°C mediante test MTT. 
Abbiamo testato i farmaci alla concentrazione presente in 2µL di BNP2, che rappresenta la 
quantità utilizzata nei diversi test, e abbiamo ottenenuto un killing del 38% da parte del CLB e 
del 82% da parte della HCQ (figura 10). Su questa linea cellulare l’HCQ sembra essere quindi 
particolarmente citotossica. 
 
Figura 10. Effetto citotossico dei farmaci su cellule di linfoma non-Hodgkin. 200.000 cellule/200µL 
sono state incubate con 5.4µg di HCQ e 5.4µg di CLB per 48 ore a 37°C. La vitalità delle cellule residue 
è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. I valori sono 
espressi come media±DS.  
 
3.4.4. Effetto delle BNP sulle cellule di linfoma di Burkitt 
3.4.4.1. Valutazione della vitalità cellulare 
Per valutare l’effetto citotossico delle BNP, le cellule BJAB sono state incubate con quantità 
crescenti di BNP0, BNP1 e BNP2 risospese alla concentrazione di 900µg/mL e le cellule vitali 






Figura 11. Effetto citotossico delle BNP su cellule di linfoma non-Hodgkin. Le cellule BJAB (200.000 
cellule/200µL) sono state incubate con 2µL di BNP0, BNP1 e quantità crescenti di BNP2 (0.5, 1 e 2µL) e 
la corrispondente quantità di HCQ e CLB (5.4µg ciascuno) per 48 ore a 37°C. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. I valori 
sono espressi come media ±DS. **p<0.001 vs BNP0 o BNP1. 
 
Come nelle cellule CD20 negative, anche nelle cellule BJAB le BNP0 e le BNP1 risultano non 
citotossiche, mentre le BNP2 sono in grado di indurre tossicità cellulare in misura dose-
dipendente (figura 11). Tutte le cellule linfomatose (95.7%) sono uccise utilizzando 2µL di 
BNP2 che contengono 5.4µg di CLB e HCQ, e la stessa quantità di farmaci liberi induce il 92% 
di killing. Questo risultato è dovuto alle BNP che funzionano da veicolo e causano l’accumulo 
dei due farmaci all’interno delle cellule, dove possono esplicare la loro azione citotossica. 
3.4.4.2. Valutazione dell’apoptosi 
Per verificare se la deplezione delle BJAB è determinata dall’induzione dell’apoptosi da parte 
dei farmaci, abbiamo valutato la proteina poli-(ADP-ribosio)-polimerasi (PARP-1), il cui 
clivaggio è un marker di apoptosi. PARP-1 è un enzima nucleare di 113kDa che viene clivato in 
frammenti di 89 e 24kDa da parte di caspasi DEVD-asi, una famiglia di proteasi attivata durante 
l’apoptosi.  
Grazie alla collaborazione col Dott. Ramiro Mendoza (ICEGB, Trieste) il clivaggio di PARP-1 è 






                  
Figura 12. Western Blot di PARP-1. 1x106 BJAB sono state incubate con le BNP2 per 16 ore e quindi 
lisate e risospese in tampone HNNG supplementato con NaF, β-glicerolfosfato, sodio ortovanadato e 
inibitori di proteasi. 10-20µg di lisato cellulare sono stati caricati e separati in un gradiente tris-glicina 4-
20%. Per l’immunoblotting è stato utilizzato l’anticorpo anti-PARP-1 e la rilevazione è avvenuta 
mediante ECL (enhanced chemiluminescence system). Come controllo è stata utilizzata l’alfa tubulina. 
 
Come si può osservare dalla figura 12, quantità crescenti di BNP2 causano un’aumento del 
frammento di 89kDa in maniera dose-dipendente, indicando l’attivazione dell’apoptosi. Questi 
dati confermano l’effetto pro-apoptotico dato dall’associazione dei due farmaci che per mezzo 
delle BNP sono portati all’interno delle cellule; lo studio è stato effettuato dopo solo 16 ore di 
incubazione perché a tempi più lunghi si è osservata una drastica riduzione del numero di cellule 
ancora intere e valutabili, dovuta all’azione citotossica delle BNP2 
3.4.4.3. Valutazione dell’inibizione dell’autofagia 
Un meccanismo che potrebbe essere attivato dalla presenza dell’idrossiclorochina all’interno 
delle BNP è l’inibizione dell’autofagia. I meccanismi esatti d’azione della HCQ non sono ancora 
del tutto chiariti, tuttavia dati di letteratura dimostrano che è in grado di inibire la fusione degli 
autofagosomi con i lisosomi, determinando un accumulo di vescicole autofagiche all’interno 
della cellula. La rilevazione degli autofagosomi può essere effettuata mediante la ricerca della 
proteina “ubiquitin-like” LC3 (microtubule-associated protein 1 Light Chain 3), coinvolta 
nell’autofagia. Dopo la sintesi, il C-terminale del precursore LC3 è immediatamente rimosso da 
una proteasi per produrre la forma citoplasmatica LC3-I. Durante l’autofagia LC3-I viene 
processata e reclutata negli autofagosomi, dove una proteolisi sito-specifica e una lipidazione 
(coniugazione con la fosfatidiletanolammina) generano la forma LC3-II, che è associata con la 
membrana degli autofagosomi (Fujita, Hayashi-Nishino et al. 2008). Quindi l’aumento della 
forma LC3-II indica un accumulo di vescicole autofagiche, che nel caso della HCQ sono dovute 





Grazie alla collaborazione col Dott. Ramiro Mendoza (ICEGB, Trieste) la presenza di LC3-I e 
LC3-II è stata dimostrata mediante Western Blot del lisato cellulare delle BJAB incubate con le 
BNP2 per 16 ore. 
 
Figura 13. Western Blot di LC3. 1x106 BJAB sono state incubate con le BNP2 per 16 ore e quindi lisate 
e risospese in tampone HNNG supplementato con NaF, β-glicerolfosfato, sodio ortovanadato e inibitori di 
proteasi. 10-20µg di lisato cellulare sono stati caricati e separati in un gradiente tris-glicina 4-20%. Per 
l’immunoblotting è stato utilizzato l’anticorpo anti-LC3 e la rilevazione è avvenuta mediante ECL 
(enhanced chemiluminescence system).  
 
La figura 13 indica che quantità crescenti di BNP2 causano un’aumento della forma LC3-II in 
maniera dose-dipendente, indicando un accumulo di autofagosomi nelle cellule. Questo dato 
sembra confermare l’azione inibitoria dell’idrossiclorochina nella fusione degli autofagosomi 
con i lisosomi. Dal momento che l’autofagia può essere utilizzata dalla cellula come meccanismo 
di difesa da agenti citotossici, la sua inibizione può favorire l’azione di tali agenti nell’uccisione 
delle cellule. Nel nostro caso, la presenza all’interno delle BNP di HCQ e del chemioterapico 
CLB, potrebbe portare ad un doppio effetto: da un lato l’HCQ, inibendo l’autofagia, aumenta 
l’azione citotossica del CLB, dall’altro essa stessa, date le dosi elevate, può uccidere 
direttamente le cellule con un effetto finale di azione sinergica. 
3.4.5. Confronto tra BNP e Rituximab 
Rituximab è un anticorpo monoclonale anti-CD20 ampiamente utilizzato in clinica per il 
trattamento dei LNH in associazione alla chemioterapia. Il suo meccanismo d’azione si basa 
principalmente sull’attivazione della cascata complementare e sull’ADCC, in misura 
decisamente minore sull’apoptosi. Studi in vitro hanno dimostrato che una volta legato il CD20 
Rituximab induce una rapida ridistribuzione delle molecole di CD20 all’interno dei “lipid rafts”. 
Questa caratteristica permette a Rituximab di essere concentrato in una zona ristretta della 
superficie cellulare in modo tale che le porzioni Fc così vicine siano in grado di legare il C1q ed 





cellule isolate da pazienti hanno indicato risultati variabili tra il 15 ed il 40% di lisi delle cellule 
bersaglio (Golay, Zaffaroni et al. 2000).  
La quantità di CD20 espressa sulla superficie delle cellule bersaglio rappresenta il fattore 
limitante per il legame di una dose sufficiente di anticorpo necessaria per l’attivazione dei 
sistemi effettori. Non tutte le cellule linfomatose esprimono elevate quantità di CD20 quindi non 
tutte vengono lisate in modo efficace dall’azione del complemento (Johnson, Boyle et al. 2009). 
Per questa ragione abbiamo confrontato la capacità di Rituximab e delle BNP di uccidere cellule 
BJAB esprimenti basse o elevate quantità di CD20 sulla superficie. 
Una popolazione di cellule BJAB è stata analizzata per l’espressione di CD20 mediante 
FACSAria Cell Sorter (lo strumento presente in ICGEB (Trieste) è stato messo a disposizione 
dal Dott. Ramiro Mendoza) e suddivisa in modo tale da ottenere due popolazioni: una esprimente 




Figura 14. Sorting delle cellule BJAB. Una popolazione di BJAB (60x106 cellule) è stata marcata con 
Rituximab e anti-human FITC e analizzata mediante FACSAria Cell Sorter. All’interno della popolazione 
di cellule esprimenti CD20 sono stati definiti 2 gate: BJAB-lowCD20 (picco ~102) e BJAB-highCD20 
(picco ~103). Le due popolazioni sono state raccolte separatamente e utilizzate per i successivi 
esperimenti. 
 
Le due popolazioni, una volta separate, sono state trattate con concentrazioni saturanti di 
Rituximab oppure con le BNP2. Per Rituximab abbiamo valutato l’attivazione del complemento, 





l’incubazione delle cellule con 10µg/mL di anticorpo per 10 minuti a 37°C e la successiva 
aggiunta di siero 1:4 come fonte di complemento. Dopo 1 ora la vitalità cellulare è stata valutata 
mediante test MTT. Per le BNP invece le cellule, come fatto in precedenza, sono state incubate 
con 2µL di BNP2 per 48 ora a 37°C e la vitalità cellulare è stata valutata mediante test MTT. 
Come si può vedere dalla figura 15, Rituximab uccide circa il 20% sia delle BJAB che delle 
BJAB-highCD20, ma è incapace di attivare la via classica del complemento e di uccidere le 
BJAB-lowCD20. Al contrario le BNP2, che uccidono praticamente tutte le BJAB e le BJAB-
highCD20, mantengono la capacità di indurre la morte cellulare anche nelle BJAB-lowCD20, 
con valori di killing superiori all’85%. Questo risultato è promettente considerando che uno dei 
meccanismi di resistenza a Rituximab è determinato probabilmente da quella quota di cellule che 
esprimendo poco CD20 non vengono uccise da Rituximab e continuano a proliferare causando 
recidive. Le BNP2 invece non richiedono dosi elevate di antigene per potersi legare alle cellule 
linfomatose, infatti anche le cellule con poco CD20 sono raggiunte e uccise dalle nanoparticelle. 
 
Figura 15. Effetto citotossico di Rituximab e BNP su cellule di linfoma non-Hodgkin. Per il test 
di citotossicità complemento dipendente (CDC) le BJAB (200.000 cellule/100µL) sono state incubate 
con Rituximab (10µg/mL) per 10 min a 37°C prima del’aggiunta di NHS (25%) come fonte di 
complemento. La vitalità delle cellule residue è stata misurata dopo 1h a 37°C usando il saggio MTT 
e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. Per il test di vitalità cellulare le BJAB sono sate 
incubate con 2µL di BNP2 per 48 ore a 37°C. La vitalità delle cellule residue è stata misurata usando 
il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. I valori sono espressi come 














3.4.6. Sviluppo di un modello di Linfoma di Burkitt umano in topi SCID 
Una volta caratterizzata l’efficacia delle BNP in vitro, il passo successivo è stato quello di 
testarle in vivo, utilizzando un modello murino di linfoma di Burkitt umano. 
Il linfoma di Burkitt (BL) è un disordine linfoproliferativo altamente aggressivo caratterizzato da 
un alto tasso di proliferazione cellulare e di apoptosi e dal coinvolgimento di sedi extranodali tra 
cui addome, fegato, milza, organi retro-peritoneali (reni, pancreas), sistema nervoso centrale e 
midollo osseo. Le cellule neoplastiche mostrano un pattern diffuso di infiltrazione ed esprimono 
gli antigeni delle cellule B, come CD19, CD20, CD22, CD79a, e gli antigeni associati al centro 
germinale CD10 e BCL6; inoltre presentano una frazione molto elevata (quasi il 100%) di 
cellule Ki-67 positive (Armitage 2009). 
In letteratura sono documentati numerosi modelli di linfoma non-Hodgkin, sia transgenici sia di 
xenotrapianto di cellule linfomatose (Macor, Secco et al. 2008). Nel primo caso, mediante la 
tecnologia del knock-in e knock-out di geni specifici, è possibile far sviluppare nei topi tumori 
equivalenti o simili a quelli umani. 
Nel secondo caso invece il modello viene creato impiantando cellule umane provenienti da 
pazienti con LNH o da linee tumorali in topi immunodeficienti, che possono essere topi NUDE 
(animali omozigoti per il gene nude -Foxn1nu-, atimici e di conseguenza privi di linfociti T, con 
B parzialmente funzionanti e con mancanza dell’immunità acquisita cellula-mediata) oppure topi 
SCID (severe combined immunodeficiency, dove la mancata ricombinazione dei segmenti V, D, 
J compromette il riarrangiamento di Ig eTCR e di conseguenza i linfociti B e T non maturano e 
vanno incontro ad apoptosi. Manca pertanto la risposta immunitaria acquisita cellulare ed 
umorale ed è invece funzionale l’immunità innata con macrofagi, NK e complemento). 
Il vantaggio dei modelli transgenici è che il tumore origina e si sviluppa “naturalmente” 
nell’animale, ma data la complessità delle alterazioni genetiche implicate nella linfomagenesi, è 
difficile identificare in modo preciso i geni coinvolti per sviluppare la forma tumorale desiderata, 
pertanto sono modelli utili per studiare la patogenesi dei linfomi. Al contrario, i modelli di 
xenotrapianto, una volta individuate le modalità di impianto delle cellule, permettono lo sviluppo 
di tumori umani, che funzionano da modelli per studiare farmaci antitumorali o immunoterapici 
che sono diretti contro antigeni tumore-associati umani.  
Dopo aver preso visione di parte dell’ampia panoramica di modelli esistente in letteratura, ci 
siamo concentrati sulla costruzione di un modello murino che riproduca l’evoluzione clinica e la 
biologia del linfoma di Burkitt per poter studiare l’efficacia terapeutica delle BNP in vivo. 
Questo progetto è stato portato avanti grazie alla collaborazione con la Prof.ssa Sonia Zorzet del 





Dott.ssa Chiara Garrovo del laboratorio di Imaging ottico del Centro di Biomedicina Molecolare 
(CBM) di Basovizza (TS). 
Il modello di xenotrapianto è stato allestito utilizzando femmine di topi SCID di 4-6 settimane in 
cui sono state iniettate intraperitonealmente (i.p.) sul fianco destro 2x106 cellule BJAB. Allo 
scopo di seguire il pattern di diffusione cellulare in vivo, gli organi principalmente raggiunti e la 
formazione di masse tumorali, le cellule sono state espanse in vitro e prima dell’inoculo marcate 
con un colorante vitale, il VybrantTM DiD, che assorbe ed emette nell’intorno della lunghezza 
d’onda dell’infrarosso (Near InfraRed, NIR). In questo modo è stato possibile sottoporre gli 
animali ad acquisizioni in vivo sfruttando la tecnica di Optical Imaging. Nell’arco di 20-25 giorni 
gli animali sviluppano una massa tumorale e in un intervallo di tempo di 50-70 giorni muoiono. 
Durante e al termine dell’esperimento alcuni topi sono stati sacrificati per le analisi 
immunoistochimiche degli organi. 
3.4.6.1. Analisi di distribuzione delle BJAB mediante “In vivo Time-Domain Optical 
Imaging” 
Il modello in vivo è stato caratterizzato sfruttando l’Imaging Ottico, un approccio sperimentale 
non invasivo che permette di seguire la distribuzione di molecole opportunamente marcate 
mediante lo strumento small-animal time-domain eXplore Optix pre-clinical imager, per analisi 
in fluorescenza NIR. È preferibile visualizzare i fotoni emessi nel vicino infrarosso poiché i 
tessuti presentano un limitato assorbimento della luce a questa lunghezza d’onda (compresa tra i 
650 e i 1100 nm) e in tal modo si ottiene una rilevazione ottimale del segnale che riesce a 
penetrare nei tessuti per circa 1cm.  
Gli animali sono stati scansionati prima dell’inoculo per ottenere un’immagine basale che 
costituisce il bianco. Dopo l’inoculo i topi sono stati analizzati in vivo ogni giorno ed ex vivo nei 
giorni 4, 7, 21 e 25 per valutare la distribuzione delle cellule BJAB marcate DiD nei diversi 
organi. L’emissione di fluorescenza è stata raccolta a 700nm. La potenza del laser e il tempo di 
integrazione delle scansioni sono ottimizzate in base al segnale emesso. Le immagini vengono 
poi ricostruite come intensità di fluorescenza e lifetime di fluorescenza. 
L’iniezione i.p. della linea cellulare BJAB induce una rapida disseminazione delle cellule 
tumorali, dimostrata dalla presenza di cellule linfomatose in diversi organi già 4 giorni dopo 
l’inoculo, come mostrato in figura 16B, che riporta le analisi ex vivo degli organi di un animale 
rappresentativo. 
Dopo 20-25 giorni, inizia a svilupparsi una massa tumorale peritoneale visibile a livello del sito 





cellule tumorali sono presenti nel peritoneo e proliferano a formare una massa. Le analisi ex vivo 
degli organi prelevati al giorno 21 (figura 16C) mostrano l’infiltrazione delle cellule tumorali in 
fegato, milza, reni e in misura minore polmone, cuore e midollo osseo. 
 
 
Figura 16. Caratterizzazione del modello di linfoma di Burkitt in topi SCID mediante Optical 
Imaging. Le BJAB (2x106 cellule) marcate VybrantTM DiD sono state iniettate i.p. in topi SCID e 
l’emissione di fluorescenza NIR è stata acquisita per 25 giorni mediante un eXplore Optix. (A) 
Acquisizioni in vivo dell’area peritoneale di un animale rappresentativo ai tempi indicati dopo 
l’inoculo delle cellule BJAB. (B)(C) Alcuni animali sono stati sacrificati al 4° e al 21° giorno e gli 
organi sono stati prelevati per valutare ex vivo la disseminazione delle cellule marcate. 
ND=normalized count. 
 
La localizzazione delle cellule BJAB-derivate marcate DiD in fegato, reni, milza, polmoni, 
linfonodi e midollo osseo è stata confermata mediante microscopia confocale effettuata in 











Figura 17. Caratterizzazione del modello di linfoma di Burkitt in topi SCID mediante microscopia 
confocale. Le BJAB (2x106 cellule) marcate VybrantTM DiD sono state iniettate i.p. in topi SCID e dopo 
7 giorni alcuni animali sono stati sacrificati e gli organi prelevati per la microscopia confocale. 
L’autofluorescenza dei tessuti è visibile nel verde (laser a 488nm). In rosso le cellule marcate con 
VybrantTM DiD. Original magnification 200x. 
 
3.4.6.2. Analisi immunoistochimiche 
La caratterizzazione del modello è stata completata grazie alla collaborazione con il Dott. 
Claudio Tripodo e il Dott. Marco Calvaruso del Dipartimento di Anatomia Patologica 
dell’Università di Palermo e del Dott. Paolo Durigutto del Dipartimento di Scienze della Vita 
dell’Università di Trieste, che hanno effettuato le analisi immunoistochimiche su sezioni delle 
masse tumorali e di alcuni organi murini dopo l’espianto effettuato al 25° giorno. 
La figura 18 mostra la sezione di una massa tumorale peritoneale colorata con ematossilina e 
eosina (H/E) ed esaminata per la presenza di cellule di linfoma umane. È evidente un pattern di 
crescita omogeneo con elementi tondeggianti di piccole e medie dimensioni e un alto numero di 
cellule mitotiche. Le analisi immunoistochimiche evidenziano una marcata reattività di 
membrana per il CD20 umano, la presenza citosolica di Bcl-6 (marker di linfoma umano) ed una 







Figura 18. Caratterizzazione della massa tumorale mediante analisi istologica e 
immunoistochimica. Una quota degli animali è stata sacrificata al 25° giorno e la massa prelevata è stata 
fissata over night (o.n.) in formalina tamponata al 10%, lavata in EtOH 70% per 2 ore a temperatura 
ambiente e infine in EtOH al 100%. Quindi è stata inclusa in paraffina e tagliata in sezioni dello spessore 
di 4µm. Le sezioni sono state colorate con ematossilina eosina (H/E). La rilevazione delle cellule 
neoplastiche è stata effettuata mediante anti-human CD20 e streptavidina-biotina perossidasi (strept-
ABC); anti-human BCL6 e strept-ABC. Il tasso di proliferazione è stato valutato mediante anti-Ki67 e 
strept-ABC. Original magnification 200x. 
 
Dalle analisi immunoistochimiche degli altri organi (figura 19) è emerso che il fegato risulta 
coinvolto in tutti gli animali analizzati e il midollo osseo è infiltrato in 14 animali su 15. Gli altri 
organi analizzati non mostrano infiltrazione cellulare tranne la milza e i reni in 6 e 2 animali 







Figura 19. Caratterizzazione degli organi infiltrati mediante analisi istologica e immunoistochimica. 
Una quota degli animali è stata sacrificata al 25° giorno e gli organi prelevati sono stati fissati o.n. in 
formalina tamponata al 10%, lavati in EtOH 70% per 2 ore a temperatura ambiente e infine in EtOH al 
100%. Quindi sono stati inclusi in paraffina e tagliati in sezioni dello spessore di 4µm. Le immagini 
riportano sezioni del fegato (A, B, C) e del midollo osseo (D). (A) Colorazione del fegato con 
ematossilina eosina (H/E). (B) Immunoistochimica del fegato con anti-human CD20 e strept-ABC. (C) 
Immunoistochimica del fegato con anti-human BCL6 e strept-ABC. (D) Colorazione del midollo osseo 
con H/E e marcatura con anti-human CD45 (riquadro). Original magnification 200x. 
 
L’imaging ottico e le analisi immunoistochimiche riportate hanno dimostrato la capacità delle 
BJAB di sviluppare un modello di xenotrapianto di linfoma di Burkitt in topi SCID, capace di 
rilflettere la biologia e l’evoluzione clinica di questo linfoma non-Hodgkin. Un’importante 
caratteristica che tale modello condivide con i linfomi aggressivi come il linfoma di Burkitt è il 
rapido coinvolgimento di più organi che inizia con la formazione di una massa tumorale visibile 
nel peritoneo circa 20 giorni dopo l’iniezione delle BJAB. La tecnologia Optical Imaging, che ci 
ha permesso di valutare la distribuzione delle cellule tumorali marcate DiD, ha individuato il 
fegato quale principale organo target delle cellule tumorali al di fuori del peritoneo. Questo dato 
è compatibile con la già documentata diffusione preferenziale delle cellule tumorali nel fegato, e 
sebbene l’invasione possa essere iniziata per contiguità con la massa peritoneale, può avvenire 
anche nella milza e, in misura molto minore, nei reni. Inoltre, nonostante le cellule siano state 





nell’80% circa dei topi fornisce prove convincenti dell’abilità delle cellule tumorali di 
colonizzare tessuti distanti dal sito di impianto, a livello dei quali le cellule mantengono la stessa 
morfologia e lo stesso fenotipo delle cellule della massa tumorale primaria.  
Questo modello animale di LB rappresenta pertanto un valido strumento preclinico per valutare 
l’effetto antitumorale delle BNP nella prospettiva di un trattamento dei linfomi aggressivi. 
3.4.7. Effetto delle BNP nel trattamento del modello murino di Linfoma di Burkitt 
Il modello di linfoma di Burkitt appena descritto è stato utilizzato innanzitutto per valutare la 
capacità delle BNP2 di raggiungere e uccidere le cellule BJAB in vivo. 
A questo scopo le BNP1 e le BNP2 sono state inoculate i.p. in topi SCID che stavano 
sviluppando una massa tumorale visibile. Il trattamento (40 µL per 3 volte in 5 giorni) è iniziato 
il 25° giorno dopo l’inoculo delle BJAB, e il 7° giorno dopo la fine del trattamento gli animali 
sono stati sacrificati e le masse tumorali sono state analizzate mediante H/E per la ricerca di 





Figura 20. Effetto delle BNP2 su masse tumorali. Topi SCID sono stati inoculati i.p. con 2x106 BJAB. 
BNP1 e BNP2 (40 µL per 3 volte in 5 giorni) sono state iniettate al giorno 25 in animali con massa 
peritoneale visibile. 7 giorni dopo la fine dei trattamenti gli animali sono stati sacrificati e le masse 
prelevate, fissate o.n. in formalina tamponata al 10%, lavate in EtOH 70% per 2 ore a temperatura 
ambiente, poi in EtOH al 100% e infine incluse in paraffina. Sezioni dello spessore di 4µm sono state 
colorate con H/E. Original magnification 200x. 
 
I risultati, riassunti in figura 20, hanno evidenziato aree di morte cellulare nelle masse tumorali 
di tutti i topi trattati con le BNP2, mentre non sono stati rilevati effetti citotossici nelle masse dei 





A questo punto, dopo aver dimostrato in vitro la capacità citotossica delle BNP2 sulla linea 
cellulare BJAB e in vivo il profilo tossicologico sicuro in topi sani e la capacità di indurre morte 
cellulare nelle masse tumorali di topi che stanno sviluppando la malattia, siamo passati a valutare 
l’efficacia terapeutica delle nanoparticelle nel trattamento del modello animale di linfoma di 
Burkitt. 
Il protocollo terapeutico che abbiamo deciso di utilizzare in questo studio è derivato dai dati 
tossicologici ottenuti su topi sani con le BNP e con le corrispondenti dosi di CLB e HCQ liberi; 
inoltre, con l’obiettivo di rispecchiare il più possibile la condizione clinica, abbiamo deciso di 
iniziare il trattamento degli animali il 4° giorno dopo l’inoculo delle BJAB, quando le cellule 
neoplastiche sono già disseminate (come documentato dall’imaging ottico e dalla microscopia 
confocale), come di solito accade al primo trattamento di un nuovo paziente. 
I topi SCID inoculati con 2 milioni di BJAB sono stati suddivisi in 7 gruppi di 6-10 animali 
ciascuno. 
Come riassunto in tabella 1, il gruppo 1 costituisce il controllo di animali non trattati; il gruppo 2 
ha ricevuto 8 iniezioni di 80µL di BNP1; i gruppi 3 e 4 hanno ricevuto 80µL di BNP2 
(corrispondenti a 400µg di CLB e HCQ) rispettivamente per 4 volte in 8 giorni o 8 volte in 17 
giorni; i gruppi 5 e 6 sono stati trattati con la miscela dei chemioterapici CLB e HCQ (400µg 
ciascuno) rispettivamente per 4 volte in 8 giorni o 8 volte in 17 giorni; infine il gruppo 7 ha 
ricevuto 12.5µg di Rituximab nei giorni 4 e 11.  
 
 
Tabella 1. Schema di trattamento. La tabella riassume i gruppi di animali, i composti e le relative dosi 








Gli animali sono stati seguiti per 120 giorni per valutare lo sviluppo della malattia e la 
sopravvivenza. Inoltre gli animali sofferenti durante e alla fine del trattamento sono stati 
sacrificati e gli organi sono stati raccolti per le analisi immunoistochimiche. 
La sopravvivenza è stata valutata mediante curva di Kaplan-Meier e per confrontare i diversi 
gruppi di animali è stato adottato il Log-Rank test (figura 21). 
Tutti i topi non trattati sono morti nell’arco di 50-70 giorni, e i trattamenti con le BNP1 non 
hanno modificato la curva di sopravvivenza. Il gruppo 6, che ha ricevuto 8 iniezioni di CLB e 
HCQ, ha confermato i dati ottenuti nei topi sani e tutti gli animali sono morti durante il 
trattamento. Le 4 iniezioni di HCQ e CLB (gruppo 5) invece sono tollerate dagli animali e 
inducono un effetto citotossico sulle cellule tumorali che causa il 33% di sopravvivenza. La 
stessa quantità di farmaci incapsulata nelle BNP2 e inoculata negli animali del gruppo 3 
determina una curva di sopravvivenza simile a quella del gruppo 5 appena descritto ma con 
questo trattamento risulta curato il 50% degli animali. 
Il trattamento degli animali del gruppo 4, che hanno ricevuto 8 iniezioni di BNP2, è risultato 
efficace in tutti gli animali trattati e 90 giorni dopo l’inoculo delle BJAB il 100% degli animali 
era ancora vivo. Alla fine dell’esperimento, al giorno 120, solo 1 animale su 10 è morto per lo 
sviluppo del linfoma e il 90% dei topi sono risultati curati, come dimostrato anche dalle analisi 
immunoistochimiche degli organi di questi animali, che sono risultati sani e privi di infiltrazioni 













Figura 21. Curve di sopravvivenza. Topi SCID (7-10 per 
gruppo) sono stati inoculati i.p. con 2x106 BJAB (giorno 0).  
A partire dal giorno 4 sono stati trattati i.p. con BNP1, BNP2, 
HCQ+CLB o Rituximab. La sopravvivenza è stata seguita fino 
a 120 gg. I risultati sono riportati come curva di Kaplan-Meyer. 
Le curve sono state confrontate usando il Log Rank Test e i 
valori di significatività sono riportati nella tabella a lato. 
 
 
Le masse tumorali e gli organi degli animali che hanno comunque sviluppato il tumore sono 
stati raccolti e analizzati mediante H/E per analizzare lo sviluppo del modello di linfoma di 
Burkitt. Il dato interessante è che negli animali del gruppo 3 sono presenti ampie aree di 
necrosi/apoptosi a livello della massa e di altri organi infiltrati come linfonodi e fegato 
(figura 22), a dimostrazione del fatto che anche in questi animali, nonostante non siano stati 
completamente curati, le BNP2 sono state in grado di raggiungere le aree tumorali, dove 
hanno svolto la loro attività citotossica, prolugando così la sopravvivenza dei topi. 
Rituximab, che è ormai entrato a far parte del trattamento standard di molti tipi di linfoma, è 
stato utilizzato come confronto nel nostro modello di LB. Il gruppo 7 è stato infatti trattato 






      
 
Figura 22. Effetto delle BNP in vivo. Topi SCID sono stati inoculati i.p. con 2x106 BJAB. A partire dal 
giorno 4 sono stati trattati i.p. con 80µL di BNP1 e BNP2 per 4 volte. Alla morte degli animali gli organi 
sono stati raccolti, fissati in formalina tamponata al 10%, inclusi in paraffina e le sezioni dello spessore di 
4µm sono state colorate con H/E. (A) Massa tumorale di topi trattati con le BNP1. (B) Massa tumorale di 
topi trattati con le BNP2. (C) Linfonodo di topo trattato con le BNP2. (D) Fegato di topo trattato con le 



























3.5. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA 
La leucemia linfatica cronica (LLC) è caratterizzata dall’accumulo di piccoli linfociti B nel 
sangue periferico, nel midollo osseo, negli organi linfatici (milza e linfonodi) e molto raramente 
in sedi extralinfatiche. La LLC è una malattia eterogenea con prognosi variabile. Alcuni pazienti 
hanno un decorso indolente della malattia e non hanno bisogno di trattamento, altri sviluppano la 
patologia in forma aggressiva, tanto che il decorso clinico è difficile da controllare anche con la 
terapia (Motta, Wierda et al. 2009). Il tratto comune con i LNH è la difficoltà di trattamento di 
questi pazienti che sviluppano una forma aggressiva della malattia e che vanno incontro a 
recidive, il più delle volte chemioresistenti. 
3.5.1. Espressione dell’antigene CD20 sulla linea cellulare di leucemia linfatica cronica 
MEC1 
I linfociti neoplastici della LLC, come quelli dei LNH, esprimono sulla loro superficie l’antigene 
CD20, che ha permesso infatti l’utilizzo di Rituximab anche per il trattamento di questa malattia. 
A differenza dei LNH però, nella LLC i linfociti esprimono quantità minori di CD20, infatti 
Rituximab ha un’azione inferiore nella LLC rispetto ai LNH (Gribben 2010). 
Per studiare le BNP nella LLC abbiamo utilizzato la linea cellulare MEC1, fornita dalla Dott.ssa 
Josee Golay degli Ospedali Riuniti di Bergamo. 
Per prima cosa le cellule sono state analizzate per la presenza del CD20, mediante incubazione 
con Rituximab e un anticorpo secondario anti-human FITC. Le cellule sono state analizzate 
mediante citofluorimetro e mediante microscopia confocale ed è stata confermata l’espressione 
del CD20 da parte delle MEC1. 
 
Figura 23. Espressione di CD20 su cellule di leucemia linfatica cronica. Le cellule MEC1 
(500.000/prova) sono state incubate con Rituximab (5µg/mL) per 1 ora a 37°C e dopo 3 lavaggi con 
l’anti-human FITC come anticorpo secondario per 1 ora a 37°C. Dopo lavaggio e fissazione le cellule 







Figura 24. Localizzazione di CD20 sulla superficie di cellule di leucemia linfatica cronica. Le cellule 
MEC1 sono state incubate con Rituximab (5µg/mL) e successivamente con l’anti-human FITC. I nuclei 
sono marcati con DAPI (1µg/mL) per 5 minuti a RT. La fluorescenza nel verde e nel blu delle cellule 
MEC1 è stata quindi analizzata con un microscopio a fluorescenza. Original magnification 400x. 
Ingrandimento 600x (riquadro). 
3.5.2. Legame delle BNP alla linea cellulare di leucemia linfatica cronica MEC1 
Dal momento che il CD20 rappresenta un antigene tumore-associato anche nella LLC, le BNP 
con Rituximab legato alla superficie dovrebbero essere in grado di riconoscere e legare le cellule 
MEC1. 
Per valutare la capacità delle BNP di legare il CD20 espresso sulle cellule MEC1, abbiamo 
seguito lo stesso protocollo di marcatura usato per le BJAB (BNP0 e BNP1 marcate con il 
fluoroforo Cy5.5 e cellule marcate con FastDiO) per l’analisi con microscopia confocale; mentre 
per la visualizzazione con microscopio a fluorescenza BNP0 e BNP1 sono state marcate con 
FITC e le cellule con FastDiI (flurescenza rossa). In entrambe i casi l’incubazione è stata 
protratta per 1, 2, 4 e 6 ore e già dopo un’ora di incubazione abbiamo potuto osservare il legame 






Figura 25. Legame delle BNP1 alle cellule di leucemia linfatica cronica MEC1. (A) Le cellule MEC1 
sono state marcate con il colorante di membrana Fast DiO (fluorescenza verde) e incubate con le BNP1 
marcate con la Cy5.5 (fluorescenza nel vicino infrarosso). Dopo 1 ora di incubazione a 37°C è stata 
posizionata una goccia di campione su vetrino da microscopia e le cellule sono state analizzate mediante 
microscopio confocale. Original magnification 600x. (B) Le cellule MEC1 sono state marcate con il 
colorante di membrana Fast DiI (fluorescenza rossa) e incubate con le BNP1 marcate con FITC 
(fluorescenza verde). Dopo 1 ora di incubazione a 37°C è stata effettuata una goccia di campione su 
vetrino da microscopia e le cellule sono state analizzate mediante microscopio a fluorescenza. Original 
magnification 600x. 
3.5.3. Effetto di clorambucile e idrossiclorochina sulla linea cellulare di leucemia 
linfatica cronica MEC1 
Il clorambucile è un agente alchilante utilizzato per il trattamento dei pazienti affetti da LLC da 
oltre 40 anni. Tuttavia i pazienti spesso diventano resistenti al trattamento e richiedono dosi più 
elevate di farmaco con i relativi effetti collaterali. Spesso in terapia il CLB viene affiancato o 
sostituito dalla fludarabina, ma nonostante gli effetti positivi in termini di risposta globale, la 
fludarabina non è altrettanto efficace nel migliorare il tasso di sopravvivenza. Rituximab è stato 
associato alla terapia standard, ma l’effetto è inferiore rispetto al trattamento dei linfomi. La 
causa và probabilmente ricercata nell’espressione minore di CD20, che comporta un minor 
legame di molecole anticorpali e di conseguenza un’efficacia ridotta di Rituximab nell’attivare i 
meccanismi effettori che portano all’uccisione delle cellule.  
L’idrossiclorochina è stata testata in alcuni esperimenti in vitro su cellule B derivate da pazienti 
con LLC dimostrando di avere un effetto pro-apoptotico. Tuttavia le dosi utilizzate in vitro sono 







possibilità di utilizzare l’HCQ come farmaco anti-proliferativo non è sembrata finora attuabile 
(Mansilla, Marin et al. 2010).  
A conferma dei dati clinici e di letteratura, abbiamo testato i due farmaci sulla linea leucemica 
MEC1, valutando la vitalità cellulare dopo 48 ore di incubazione mediante test MTT, e 
ottenendo un killing del 64% da parte del CLB e del 96% da parte della HCQ.  
 
Figura 26. Effetto citotossico dei chemioterapici su cellule di leucemia linfatica cronica MEC1. 
200.000 cellule/200µL sono state incubate con 5.4µg di HCQ e 5.4µg di CLB per 48 ore a 37°C. La 
vitalità delle cellule residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata 
calcolata. I valori sono espressi come media ±DS.  
3.5.4. Effetto delle BNP sulla linea cellulare di leucemia linfatica cronica MEC1 
Per valutare l’effetto citotossico delle BNP, le cellule MEC1 sono state incubate con quantità 
crescenti di BNP0, BNP1 e BNP2 risospese alla concentrazione di 900µg/mL e le cellule vitali 
residue sono state valutate dopo 48 ore a 37°C con MTT. Come nelle cellule BJAB, anche nelle 
MEC1 le BNP0 e le BNP1 risultano prive di tossicità, mentre le BNP2 sono in grado di indurre 
tossicità cellulare in maniera dose-dipendente. Tutte le cellule (96%) sono uccise utilizzando 
2µL di BNP2 che contengono 5.4µg di CLB e HCQ e la stessa quantità di farmaci liberi induce il 







Figura 27. Effetto citotossico delle BNP su cellule di leucemia linfatica cronica. Le MEC1 (200.000 
cellule/200µl) sono state incubate con 2µL di BNP0, BNP1 e quantità crescenti di BNP2 (0.5, 1 e 2µL) e 
la corrispondente quantità di HCQ e CLB (5.4µg ciascuno) per 48 ore a 37°C. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata calcolata. I valori 
sono espressi come media±DS. *p<0.01 vs BNP0 o BNP1. **p<0.001 vs BNP0 o BNP1. 
3.5.5. Espressione dell’antigene CD20 su cellule B isolate da sangue di pazienti affetti da 
leucemia linfatica cronica 
Dal momento che le BNP inducono sulla linea cellulare MEC1 una citotossicità importante, il 
passo successivo per avvicinarci alla clinica è stato valutare il loro effetto sui linfociti neoplastici 
estratti da pazienti con LLC. 
Per questo studio il Dott. Pozzato dell’Ospedale Maggiore di Trieste ci ha fornito campioni di 
sangue prelevati da pazienti affetti da LLC e non ancora trattati con la chemioterapia o 
l’immunoterapia (sono stati reclutati 40 pazienti). Dal sangue intero, mediante stratificazione e 
centrifugazione su gradiente Ficoll-Paque, abbiamo purificato i linfomonociti e li abbiamo subito 
caratterizzati e utilizzati per le prove di citotossicità. 
Per prima cosa è stata valutata l’espressione del CD20 sulla superficie delle cellule isolate 
mediante citofluorimetria a flusso. In tutti i pazienti si è osservato che più di metà delle cellule 
isolate presentano sulla loro superficie la proteina, anche se i livelli di espressione non sono 
elevati e sono decisamente inferiori rispetto alle linee di LLC e LB. È importante conoscere la 
quantità di CD20 presente sulla membrana cellulare perché le BNP sfruttano il legame 
Rituximab-CD20, e quindi variazioni di questo antigene potrebbero portare a risposte diverse. 







Figura 28. Espressione di CD20 su cellule isolate da pazienti con leucemia linfatica cronica. 
Linfomonociti purificati da sangue di pazienti con LLC (500.000/200µL) sono stati incubati con 
Rituximab (5µg/mL) per 1 ora a 37°C e dopo 3 lavaggi con l’anti-human FITC come anticorpo 
secondario per 1 ora a 37°C. Dopo lavaggio e fissazione le cellule sono state analizzate mediante 
citofluorimetro. 
3.5.6. Effetto delle BNP su cellule B isolate da sangue di pazienti affetti da leucemia 
linfatica cronica 
3.5.6.1. Valutazione della vitalità cellulare mediante MTT 
Per valutare l’effetto citotossico delle BNP, i linfociti isolati sono stati incubati con BNP1 e 
BNP2 risospese alla concentrazione di 900 µg/mL e con le corrispondenti quantità di CLB e 
HCQ, e le cellule vitali residue sono state valutate dopo 48 ore a 37°C con MTT (tabella 2). 
Nella maggior parte dei pazienti le BNP1 risultano inefficaci, anche se in alcuni casi sembrano 
mostrare una tossicità importante. Essendo casi limitati potrebbe dipendere da tutte quelle 
variabili che si riscontrano in vivo e che non sono presenti sulle linee cellulari (ad esempio 
condizioni generali del paziente o alterazioni genetiche diverse tra pazienti diversi). Le BNP2 





ma confrontabile o superiore alla deplezione cellulare data dall’associazione dei farmaci. È 
evidente che lavorando su cellule di pazienti la variabilità è molto maggiore rispetto alle linee 
cellulari, tuttavia il dato che emerge è che le BNP2 anche su queste cellule sono capaci di 
esplicare la loro azione citotossica e quindi si rafforza il loro potenziale utilizzo per 
l’eliminazione di cellule neoplastiche. 
 
Tabella 2. Effetto citotossico delle BNP su cellule isolate da pazienti con leucemia linfatica cronica. 
Linfomonociti purificati da sangue di pazienti con LLC (500.000/200µL) sono stati incubati con 2µL di 
BNP1 e di BNP2 e la corrispondente quantità di HCQ e CLB (5.4µg ciascuno) per 48 ore a 37°C. La 
vitalità delle cellule residue è stata misurata usando il saggio MTT e la percentuale di cellule morte è stata 
calcolata e riportata in tabella per ogni paziente. 
 
3.5.6.2. Valutazione della vitalità cellulare mediante citofluorimetria 
Oltre ai test di vitalità su linfociti purificati, per un gruppo di pazienti abbiamo valutato l’effetto 
delle BNP anche sul sangue intero, che è stato incubato per 24 ore con BNP1, BNP2 e 
l’associazione dei due farmaci. Sulla base della conta linfocitaria ottenuta dalle analisi dei 
pazienti, abbiamo calcolato di incubare circa un milione di linfociti, in modo tale da avere un 
numero sufficiente di cellule da analizzare al termine dell’esperimento. Mediante 
citofluorimetria a flusso è stata valutata la percentuale di cellule morte grazie alla collaborazione 
della Dott. Granzotto dell’Ospedale Infantile Burlo Garofolo di Trieste.  
Nella tabella 3 sono rappresentati i valori di mortalità cellulare ottenuti con la marcatura 7AAD e 
Syto16. Il 7AAD (7-amino-actinomycin D) è un intercalante del DNA che viene efficientemente 





morendo o sono morte; viene eccitato a 488 nm ed emette nel rosso lontano (650nm). Il Syto16 è 
un colorante nucleare “cell-permeant” che intercala le cellule con un nucleo ancora integro ed 
emette fluorescenza verde brillante dopo il legame con il DNA (lunghezza d’onda di 
eccitazione=488nm; lunghezza d’onda di emissione=518nm). La combinazione dei due 
intercalanti permette di riconoscere le cellule apoptotiche/necrotiche da quelle vitali. 
 
 
Tabella 3. Effetto citotossico delle BNP su sangue intero di pazienti con leucemia linfatica cronica. 
Campioni di sangue intero da pazienti con LLC sono stati incubati con 10µL di BNP1 e di BNP2 e la 
corrispondente quantità di HCQ e CLB (27µg ciascuno) per 24 ore a 37°C. La vitalità delle cellule 
residue è stata misurata mediante marcatura delle cellule con 7AAD e Syto16 e successiva lettura con 
citofluorimetro a flusso. In tabella sono riportate le percentuali di cellule morte (apoptotiche/necrotiche) 
per un sottogruppo di pazienti.  
 
Si può osservare che le BNP1 non hanno un effetto tossico sulle cellule e che l’azione delle 
BNP2 causa un killing compreso tra il 70 e l’80%, mentre l’associazione di CLB e HCQ tra il 60 
e l’80%. Per quanto riguarda l’effetto delle BNP2 e dei farmaci, i valori sono confrontabili con 
quelli ottenuti mediante MTT, ma l’andamento di questi dati è molto più omogeneo. Le BNP1 
invece hanno valori di killing inferiori rispetto a quelli ottenuti con MTT. Va sottolineato come 
questi dati risultino essere più uniformi e significativi di quelli ottenuti analizzando le cellule 
purificate. La discrepanza può essere in parte dovuta alle 2 diverse procedure di analisi; l’MTT, 
pur essendo estremamente comodo per valutare un elevato numero di casi, è un’analisi più 
grezza che spesso ha portato a risultati poco ripetibili. Anche per questo motivo abbiamo voluto 
analizzare una quota dei pazienti con il saggio di vitalità cellulare al citofluorimetro, che riesce a 
discriminare meglio la vitalità della singola cellula analizzata. Va anche sottolineato che, 
dovendo analizzare cellule ancora “integre” abbiamo dovuto effettuare l’analisi a tempi diversi e 
fermarci a 24 ore per l’analisi al citofluorimetro. 
Questi dati rafforzano i risultati ottenuti sulle linee cellulari, e ci permettono di fare un ulteriore 
passo avanti per avvicinarci alla clinica. 
3.5.6.3. Valutazione dell’apoptosi mediante citofluorimetria 
Poiché nella LLC, come nella maggior parte dei tumori, è presente un’alterazione del processo 
apoptotico, con conseguente aumento incontrollato di cellule proliferanti, è importante che i 





a superare l’effetto delle alterazioni. Pertanto, una volta valutata la capacità citotossica delle 
nanoparticelle mediante MTT e FACS, abbiamo voluto confermare che l’azione delle BNP2 si 
esplica mediante attivazione dell’apoptosi con il test Annessina V e propidio ioduro. Anche in 
questo caso il sangue intero di un gruppo di pazienti è stato incubato con BNP1, BNP2 e 
l’associazione dei due farmaci e dopo 24 ore è stato valutato mediante citofluorimentria con il 
test Annessina V-FITC e propidio ioduro (PI). In questo saggio si sfrutta la capacità 
dell’Annessina di legarsi preferenzialmente ai fosfolipidi carichi negativamente come la 
fosfatidilserina (PS). La PS, che nelle cellule vitali è localizzata sullo strato interno della 
membrana plasmatica, nella fase precoce del processo apoptotico viene esposta sullo strato 
esterno della membrana. Durante l’apoptosi le cellule si colorano con l’Annessina V dopo la 
condensazione della cromatina, ma prima della perdita della capacità della membrana plasmatica 
di escludere il PI (intercalante del DNA che rimane all’interno della cellula quando la membrana 
cellulare non è più integra). Quindi, mediante la colorazione delle cellule con Annessina V e 
propidio ioduro, è possibile identificare le cellule vive (negative sia per Annessina V che per PI), 
le cellule apoptotiche precoci (positive per Annessina V e negative per PI) e le cellule in 
apoptosi avanzata o necrotiche (positive per PI). 
 
Tabella 4. Effetto citotossico delle BNP su sangue intero di pazienti con leucemia linfatica cronica. 
Campioni di sangue intero da pazienti con LLC sono stati incubati con 10µl di BNP1 e di BNP2 e la 
corrispondente quantità di HCQ e CLB (27µg ciascuno) per 24 ore a 37°C. L’apoptosi è stata misurata 
mediante marcatura delle cellule con propidio ioduro e annessina V FITC. La successiva lettura con 
citofluorimetro a flusso ha permesso di identificare le cellule in apoptosi precoce e tardiva. La somma di 
queste percentuali di apoptosi è riportata in tabella per un sottogruppo di pazienti. 
 
Nella tabella 4 sono raccolte le percentuali di cellule in apoptosi. I valori ottenuti confermano la 
capacità delle BNP2 di indurre apoptosi, con percentuali di killing che arrivano al 95%. 
Questo avviene perché le BNP riescono ad accumulare all’interno della cellula il CLB, che è in 
grado di interferire con la sintesi e la replicazione del DNA, attivando l’apoptosi e l’HCQ, che 
data ad alte dosi è probabilmente in grado di indurre anch’essa il meccanismo apoptotico, oltre 





deregolato nella maggior parte dei tumori e inducendolo potrebbero essere capaci di ridurre il 
clone leucemico. 
Inoltre, questo risultato positivo ottenuto sul sangue intero potrebbe rappresentare un test 
preliminare per verificare se il trattamento con le BNP è efficace sulle cellule del paziente, prima 
di iniziare il trattamento. 
3.5.7. Sviluppo di un modello di leucemia in topi SCID 
L’utilizzo di campioni di sangue da pazienti affetti da LLC ci ha permesso di avvicinarci alla 
clinica e di studiare le BNP in una condizione molto più simile a quella reale, rispetto alle linee 
cellulari. 
Tuttavia la complessità delle condizioni fisiologiche e patologiche della LLC può essere 
riprodotta solo attraverso un modello animale che si avvicini il più possibile alla malattia. 
La leucemia linfatica cronica a cellule B è una patologia linfoproliferativa cronica di natura 
monoclonale, caratterizzata dalla presenza di piccoli linfociti B maturi con fenotipo 
CD5+/CD19+/CD23+, che si accumulano principalmente nel sangue periferico, nel midollo 
osseo, negli organi linfatici (milza e linfonodi) e molto raramente in sedi extralinfatiche. 
In letteratura sono presenti diversi modelli animali di LLC, sia transgenici che di xenotrapianto. 
Quelli di xenotrapianto incontrano molte difficoltà nel generare cellule circolanti e proliferative 
che rispecchino la malattia (Macor, Secco et al. 2008; Perez-Chacon et  Zapata 2012).  
Perciò abbiamo cercato di sviluppare un modello murino di LLC (grazie alla collaborazione con 
la prof.ssa Sonia Zorzet del Dipartimento di Scienze della Vita dell’Università di Trieste, della 
dott.ssa Stefania Biffi e della dott.ssa Chiara Garrovo del laboratorio di Imaging ottico del 
Centro di Biomedicina Molecolare (CBM) di Basovizza, TS) che rifletta il più possibile lo 
sviluppo e il decorso della malattia e che risponda alle nostre esigenze di avere a diposizione uno 
strumento per testare la tossicità e l’efficacia delle BNP. 
Per lo sviluppo del modello di xenotrapianto siamo partiti dal modello di Bertilaccio, che ha 
utilizzato topi Rag2-/-γc-/- (che mancano di cellule B, T e NK), sui quali sono state iniettate 
sottocute 10x106 cellule MEC1, che hanno portato alla formazione di una massa sottocutanea e 
al coinvolgimento di diversi organi quali milza, fegato, polmone, rene, linfonodi e midollo osseo 
(Bertilaccio, Scielzo et al.). 
Abbiamo provato a riprodurre il modello su topi SCID, ma abbiamo ottenuto solo lo sviluppo 






Per ottenere la disseminazione delle cellule neoplastiche, abbiamo quindi provato ad iniettare le 
cellule endovena. I topi SCID (femmine di 4-6 settimane) sono stati pretrattati con un farmaco 
immunosopressore, la Ciclofosfamide (200mg/Kg i.p.), per depletare ulteriormente il sistema 
immunitario e favorire l’attecchimento delle cellule tumorali, e 24 ore dopo hanno ricevuto per 
via endovenosa 500.000 cellule MEC1. Intorno al 26°-30° giorno gli animali hanno iniziato a 
mostrare segni di sofferenza e a perdere l’uso delle zampe posteriori e nell’arco di 30-37 giorni 
sono morti. Dopo 28 giorni e alla fine dell’esperimento alcuni animali sono stati sacrificati e 
sono stati raccolti gli organi e il sangue. 
3.5.7.1. Analisi di distribuzione delle MEC1 mediante”In vivo Time-Domain Optical 
Imaging” 
Come per la caratterizzazione del modello di linfoma, anche per lo sviluppo di questo modello 
abbiamo sfruttato la tecnica di Optical Imaging per seguire la disseminazione delle cellule nei 
diversi organi, dopo aver marcato le MEC1 con il colorante vitale VybrantTM DiD. 
Prima dell’iniezione è stata effettuata una scansione per ottenere l’immagine basale, e nei giorni 
successivi gli animali sono stati analizzati per seguire la distribuzione delle MEC1. Le immagini 
in figura 29 riportano le scansioni effettuate nei giorni 0 (giorno dell’inoculo), 1, 3, 7 e 20. Le 
cellule vanno immediatamente ad accumularsi nel fegato per poi distribuirsi nei primi 3-7 giorni 
in polmoni, reni e linfonodi. Nel tempo si osserva che rimangono localizzate principalmente in 
fegato e reni. 
 
Figura 29. Caratterizzazione del modello di leucemia in topi SCID mediante Optical Imaging. Le 
cellule MEC1 (5x105 cellule) marcate VybrantTM DiD sono state iniettate ev in topi SCID e l’emissione di 
fluorescenza NIR è stata acquisita per 20 giorni mediante un eXplore Optix. L’immagine riporta 






3.5.7.2. Analisi di distribuzione delle MEC1 nel sangue mediante citofluorimetria 
In considerazione del fatto che la LLC è caratterizzata dall’accumulo di linfociti nel sangue 
periferico, abbiamo analizzato il sangue degli animali inoculati con le MEC1 mediante 
citofluorimetria a flusso, dopo 28 giorni dall’inoculo. Per rilevare la presenza di cellule umane 
nel sangue di topo, sono stati utilizzati anticorpi anti-CD45 umano (antigene pan leucocitario) e 
anti-CD19 umano (marcatore delle cellule B), e come si può vedere dalla figura 30 (che riporta 
l’analisi del sangue di un topo rappresentativo) in tutti gli animali inoculati sono state rilevate 
cellule umane di leucemia nel circolo sanguigno. La presenza di cellule neoplastiche circolanti è 
un dato importante per la biologia del modello, in quanto rappresenta un tratto caratteristico della 
LLC umana.  
 
 
Figura 30. Caratterizzazione del modello di leucemia in topi SCID mediante citofluorimetria a 
flusso. Le cellule MEC1 (5x105 cellule) sono state iniettate ev in topi SCID. Dopo 28 giorni gli animali 
sono stati sacrificati e il sangue è stato raccolto in eparina per la successiva analisi. La presenza di MEC1 
circolanti è stata rilevata mediante gli anticorpi anti-CD19 umano e anti-CD45 umano, che identificano 
cellule B umane. Un campione di MEC1 è stato marcato allo stesso modo come controllo della 
popolazione cellulare da ricercare. 
 
3.5.7.3. Analisi immunoistochimiche 
La caratterizzazione del modello è stata completata grazie alla collaborazione con il dott. 
Claudio Tripodo e del Dott. Marco Calvaruso del Dipartimento di Anatomia Patologica 
dell’Università di Palermo e del dott. Paolo Durigutto del Dipartimento di Scienze della Vita 
dell’Università di Trieste, che hanno effettuato le analisi immunoistochimiche ex vivo su sezioni 
di organi murini dopo l’espianto effettuato al 28° giorno. 
La figura 31 mostra le sezioni degli organi che sono risultati infiltrati dalle cellule MEC1-
derivate. Gli ogani sono stati colorati con ematossilina e eosina (H/E) e la presenza di cellule di 





evidenziano una marcata reattività di membrana per il CD45 in fegato, milza, rene, midollo 
spinale, midollo osseo e cervello. In particolar modo l’infiltrazione in tessuti difficili da 
raggiungere come cervello, midollo osseo e midollo spinale, sottolinea la capacità di 





Figura 31. Caratterizzazione degli organi infiltrati mediante analisi istologica e immunoistochimica. 
Una quota degli animali è stata sacrificata al 28° giorno e gli organi prelevati sono stati fissati in 
formalina tamponata al 10% (o.n.), lavati in EtOH 70% per 2 ore a temperatura ambiente, infine in EtOH 
al 100%. e inclusi in paraffina. Sezioni dello spessore di 4 µm sono state colorate con ematossilina eosina 
(H/E) e la rilevazione delle cellule neoplastiche è stata effettuata mediante anti-CD45 umano e strept-







L’imaging ottico, l’analisi citofluorimetrica del sangue e le analisi immunoistochimiche degli 
organi ci hanno permesso di caratterizzare il modello di xenotrapianto di leucemia e di validarlo 
come strumento per lo studio di farmaci e molecole antitumorali. 
3.5.8. Effetto delle BNP nel trattamento del modello murino di leucemia  
Il protocollo terapeutico che abbiamo deciso di utilizzare è derivato dai dati tossicologici ottenuti 
su topi sani con le BNP e con le corrispondenti dosi di CLB e HCQ liberi, e dai risultati ottenuti 
nel trattamento del modello di linfoma di Burkitt.  
I topi SCID inoculati con 500.000 MEC1 sono stati suddivisi in 6 gruppi di 4-7 animali l’uno 
(tabella 5). 
Il gruppo 1 costituisce il controllo di animali non trattati; il gruppo 2 ha ricevuto 8 iniezioni di 
80µL di BNP1; il gruppo 3 ha ricevuto 80µL di BNP2 per 4 volte in 8 giorni; i gruppi 4 e 5 
hanno ricevuto 80µL di BNP2 (corrispondenti a 400µg di CLB e HCQ) 8 volte in 17 giorni, 
rispettivamente a partire dal giorno 1 (cioè il giorno successivo all’inoculo delle cellule) e dal 
giorno 4. Il gruppo 6 è stato trattato con la miscela dei chemioterapici CLB e HCQ (400µg 
ciascuno) per 4 volte in 8 giorni. 
 
Tabella 5. Schema di trattamento. La tabella riassume i gruppi di animali, i composti e le relative dosi 




Gli animali sono stati seguiti per 90 giorni per valutare lo sviluppo della malattia e la 
sopravvivenza. Inoltre gli animali sofferenti durante e alla fine del trattamento sono stati 





La sopravvivenza è stata valutata mediante curva di Kaplan-Meier e per confrontare i diversi 
gruppi di animali è stato adottato il Log-Rank test. 
Tutti i topi non trattati sono morti nell’arco di 30-37 giorni, con una media di 33.5, e i trattamenti 
con le BNP1 non modificano la curva di sopravvivenza. Le 4 iniezioni di HCQ e CLB (gruppo 
6) sono tollerate dagli animali e inducono un effetto citotossico sulle cellule tumorali che 
aumenta di poco la sopravvivenza (media disopravvivenza: 35.5 giorni). La stessa quantità di 
farmaci incapsulata nelle BNP2 e inoculata negli animali del gruppo 3, determina un 
miglioramento della sopravvivenza con una vita media di 46.5 giorni. Il trattamento degli 
animali del gruppo 5, che hanno ricevuto 8 iniezioni di BNP2 a partire dal giorno 4, aumenta 
significativamente il tempo di sopravvivenza degli animali rispetto ai controlli, con una vita 
media di 61 giorni e 1 animale sopravissuto alla fine del trattamento (giorno 90). Infine il 42.8% 
degli animali del gruppo 4, che sono stati trattati sempre 8 volte con le BNP2 ma anticipando il 
trattamento a 24 ore dopo l’inoculo delle cellule, sono risultati curati alla fine del trattamento (3 
animali vivi su 7). Gli altri animali del gruppo 4 hanno una vita media significativamente 
prolungata (da 33.5 a 83 giorni). 
Gli organi prelevati dagli animali sopravissuti e sacrificati dopo il 90° giorno sono stati analizzati 
mediante analisi immunoisochimica e non sono state trovate infiltrazioni di cellule umane 
leucemiche.  
 
Figura 32. Curve di sopravvivenza. Topi SCID (4-7 per 
gruppo) sono stati inoculati ev con 5x105 MEC1 (giorno 0). 
A partire dal giorno 1 o dal giorno 4 sono stati trattati i.p. 
con BNP1, BNP2 o HCQ+CLB. La sopravvivenza è stata 
seguita fino a 120 gg. I risultati sono riportati come curva di 
Kaplan-Meyer. Le curve sono state confrontate usando il 
Log Rank Test e i valori di significatività sono riportati 





Il trattamento del nostro modello di leucemia in topo SCID con le nanoparticelle prolunga 
significativamente la sopravvivenza e determina la guarigione in più del 40% degli animali, in 
confronto ai chemioterapici che nelle stesse condizioni non sono in grado di determinare la 





Gli attuali trattamenti terapeutici del linfoma non-Hodgkin e della leucemia linfatica cronica 
sono costituiti principalmente dalla chemioterapia in associazione all’immunoterapia. 
Negli ultimi anni la chemioterapia si è avvalsa di nuovi protocolli che prevedono l’associazione 
di due o più agenti a dosi elevate e ravvicinate nel tempo. Le iniezioni sistemiche di farmaci anti-
neoplastici hanno conseguenze associate alla loro mancanza di specificità d’azione, dovuta ad 
una non specifica distribuzione del farmaco nel corpo e quindi una limitata distribuzione nelle 
cellule neoplastiche. Inoltre i trattamenti polichemioterapici intensivi, nonostante i tassi di 
sopravvivenza promettenti, sono viziati da un alto grado di tossicità, sempre causata da una non 
specifica distribuzione del farmaco, e da una percentuale significativa di pazienti che non 
rispondono completamente. Sono state descritte numerose ipotesi per spiegare i pazienti 
refrattari/in ricaduta; in particolare modificazioni genetiche di oncogeni specifici, come p53, 
sono associate con regimi chemioterapici fallimentari.  
L’utilizzo farmacologico di anticorpi monoclonali rappresenta l’altro importante approccio 
terapeutico che negli ultimi 15 anni ha permesso di migliorare la sopravvivenza. 
L’immunoterapia viene correntemente usata in associazione alla chemioterapia per prevenire la 
crescita delle metastasi e le recidive del tumore (Macor and Tedesco 2007), o come agente 
singolo in pazienti chemioresistenti. Gli effetti collaterali sono bassi e le risposte complete sono 
migliorate, tuttavia la sua efficacia è determinata principalmente dall’espressione di quantità 
sufficienti di antigene tumore-associato sulle cellule neoplastiche, aspetto che diventa limitante 
nel caso della leucemia linfatica cronica e di quei cloni neoplasici che esprimono basse quantità 
di antigene. 
In questo contesto si inserisce la ricerca di un nuovo approccio per superare i limiti di quelli 
attuali. La nostra attenzione nel campo delle nanotecnologie è stata attirata dai vantaggi che i 
sistemi nanometrici possono offrire nell’ambito del “drug delivery”. Le proprietà intrinseche dei 
vettori nanometrici (le piccole dimensioni, la capacità di trasportare molecole di vario tipo, la 
possibilità di modificarne la superficie per un targeting preciso) comportano una serie di 
vantaggi come la capacità di proteggere il farmaco dalla degradazione, di aumentarne l’emivita 
in circolo in modo da mantenere un’adeguata concentrazione terapeutica e di indirizzarlo verso 
specifici organi, tessuti o tipi cellulari.    
Il nostro studio si è concentrato sull'utilizzo di uno tra i diversi tipi di nanovettori attualmente 
studiati, le immuno-nanoparticelle polimeriche, che coniugano la specificità di legame degli 





vitro e in vivo gli effetti di un nuovo tipo di nanoparticelle biodegradabili (BNP) rivestite con 
l’anticorpo chimerico anti-CD20 Rituximab e caricate con clorambucile (CLB) e 
idrossiclorochina (HCQ). Il CLB, un agente alchilante, è utilizzato da decenni per il trattamento 
delle malattie oncoematologiche. Questo farmaco è somministrato per via orale, ma causa 
problemi legati al fatto che il tasso di assorbimento del farmaco nel sangue può variare 
enormemente da paziente a patiente (Kalil and Cheson 2000). Inoltre, ad un certo punto, una 
parte delle cellule B neoplastiche tende a diventare resistente al farmaco, anche se viene 
utilizzato a dosi crescenti o all'interno di regimi più aggressivi. Un ultimo punto da considerare è 
che alcuni pazienti affetti da linfoma sono resistenti al CLB fin dall'inizio, a causa delle 
mutazioni geniche già menzionate. In queste situazioni è importante disporre di un sistema che 
permetta una migliore distribuzione di elevate quantità di questo farmaco specificatamente 
all'interno delle cellule B maligne, al fine di eludere i meccanismi genetici di resistenza 
tumorale.  
L’HCQ è un farmaco anti-malarico e anti-reumatico molto attivo contro l'artrite reumatoide e il 
lupus eritematoso (Amaravadi, Lippincott-Schwartz et al.). A basse dosi agisce come inibitore 
dell’autofagia, ma recentemente ha dimostrato di per sé un interessante effetto pro-apoptotico ed 
è stato selezionato dal NIH come un nuovo farmaco anti-proliferativo che merita ulteriori test di 
approfondimento. Le sue proprietà anti-neoplastiche in vitro dipendono dalla sua concentrazione, 
che non può essere ottenuta in vivo mediante la somministrazione orale standard, dal momento 
che è troppo elevata e causa pesante tossicità (Mansilla, Marin et al. 2010). 
Le cellule BJAB e le cellule MEC1 sono rispettivamente una linea di linfoma di Burkitt e una 
linea di leucemia linfatica cronica ben caratterizzate, mutate/delete in p53 ed esprimenti elevati 
livelli di CD20. Come altre cellule p53-mutate, BJAB e MEC1 sono abbastanza resistenti al 
CLB, infatti nelle nostre mani alte dosi di questo farmaco non sono in grado di indurre 
percentuali di citotossità elevate. Nel nostro studio invece sono apparse più sensibili 
all'incubazione con HCQ, probabilmente attraverso una pathway p53-indipendente, già descritta 
in letteratura. Inoltre, gli effetti collaterali indotti da HCQ e CLB (ben descritti in letteratura 
(Stein, Bell et al. 2000; Tehrani, Ostrowski et al. 2008)) sono stati documentati anche nei nostri 
esperimenti, sia in vitro in cellule non tumorali che in vivo in animali sani.  
Questi problemi sono stati risolti includendo i farmaci nelle BNP, prodotte a partire da materiali 
biocompatibili e biodegradabili. Immunonanoparticelle come quelle qui presentate (200-300nm) 
sono ottimi trasportatori di farmaci e possono veicolare grandi quantità di agenti terapeutici, 





quando rivestite con anticorpi monoclonali come l’anti-CD20 Rituximab. Queste nanoparticelle 
si degradano dentro la cellula e possono rilasciare al suo interno quantità tossiche di farmaci. 
Le BNP caricate con HCQ e CLB hanno dimostrato la loro selettività per le cellule B, grazie alla 
presenza dell’anticorpo Rituximab che le indirizza sulla superficie delle cellule esprimenti il 
CD20, inducendo un “uptake” preferenziale in queste cellule.  
L'effetto citotossico indotto dal rilascio dei due farmaci è evidente analizzando l’apoptosi già 
dopo 16 ore di incubazione delle cellule con le BNP e in 48 ore tutte le cellule tumorali vengono 
uccise. La capacità di Rituximab di attivare il sistema del complemento (il suo principale sistema 
effettore) dipende principalmente dalla quantità di anticorpo legato alla cellula tumorale e cioè 
dalla quantità di CD20 espresso sulla superficie cellulare. Per questo motivo, abbiamo 
confrontato l'effetto citotossico di Rituximab e delle BNP in una popolazione di cellule BJAB 
esprimenti una bassa quantità di antigene tumore-associato. I nostri dati indicano che le BNP 
sono in grado di uccidere anche le cellule che esprimono quantità molto basse di CD20, sulle 
quali Rituximab è quasi inefficace. Questi dati suggeriscono una possibile applicazione 
terapeutica delle BNP in pazienti che non rispondono a Rituximab o sono in ricaduta dopo il 
trattamento con Rituximab o con i normali agenti chemioterapici. Anche i pazienti affetti da LLC 
esprimono quantità di CD20 non particolarmente elevate, e nonostante questo,confermano 
anch’essi l’efficacia delle BNP nel raggiungere ed uccidere quasi tutte le cellule neoplastiche, 
siano esse cellule isolate dal sangue o presenti nel sangue intero. 
I risultati preliminari raccolti dallo studio in vitro delle BNP si sono dimostrati promettenti, ma 
non sempre rispecchiano ciò che accade in vivo e spesso non tengono conto dell’eterogeneità di 
aspetti che caratterizza una determinata patologia. Per questi motivi lo studio di un modello 
animale risulta determinante per avvalorare ogni dato ottenuto in vitro nel contesto 
fisiopatologico di un organismo vivente.  
Abbiamo pertanto cercato di allestire in topi SCID modelli murini di linfoma di Burkitt 
(utilizzando le cellule BJAB) e di leucemia linfatica cronica (utilizzando le MEC1) il più 
possibile simili alla patologia umana. La tecnologia time-domain optical imaging ci ha permesso 
di valutare la disseminazione delle cellule tumorali marcate e le analisi immunoistochimiche, 
citofluorimetriche e con microscopia confocale hanno completato la caratterizzazione dei 
modelli, dimostrando che entrambi rispecchiano la biologia e l’evoluzione delle patologie. Il 
modello di LB riflette l’aggressività di questa patologia, mostrando una rapida disseminazione 
delle cellule tumorali in diversi organi, a partire da una massa tumorale peritoneale; il modello di 
leucemia riporta alcune importanti caratteristiche come l’infiltrazione di midollo osseo e spinale 





Questi dati dimostrano la potenzialità dei nostri modelli come un valido strumento preclinico per 
lo studio di nuovi farmaci antitumorali, nel nostro caso per valutare l'effetto terapeutico delle 
BNP nel contesto dei linfomi aggressivi e della leucemia linfatica cronica. 
I protocolli terapeutici utilizzati in questo studio, ricavati dai dati tossicologici in animali sani, 
sono stati pensati per simulare il più possibile la situazione clinica, somministrando la prima 
dose di BNP, anticorpo o farmaci chemioterapici liberi quando le cellule neoplastiche sono già 
disseminate, come di solito accade al primo trattamento di un nuovo paziente. Le BNP si sono 
dimostrate molto efficaci nel prolungare la sopravvivenza dei topi. Nel modello di leucemia tutti 
gli animali rispondono al trattamento, e di questi il 43% è stato curato e gli altri hanno una vita 
media significativamente prolungata. Nel modello di LB, le BNP sono state in grado di 
aumentare la sopravvivenza nel 100% dei topi ed addirittura il 90% degli animali sono 
sopravvissuti dopo 4 mesi dalla somministrazione delle cellule tumorali e si sono dimostrati 
liberi da malattia dopo analisi immunoistochimica. Le stesse quantità di HCQ e CLB non 
possono essere usate come farmaci liberi a causa della loro pesante tossicità, dimostrando ancora 
una volta la capacità delle BNP di garantire l'utilizzo di alte dosi di farmaci chemioterapici 
evitando gli effetti collaterali. 
In conclusione, i risultati preclinici del nosro studio dimostrano che le nanoparticelle anti-CD20 
contenenti HCQ e CLB possono essere agenti efficaci nel controllo di modelli disseminati di 
linfoma e leucemia, e forniscono un razionale per adottare questo nuovo approccio terapeutico 
per il trattamento delle malattie oncoematologiche a cellule B.  
Inoltre la versatilità delle nanoparticelle le rende un potenziale strumento per il trattamento di 
altri tipi di tumore, mediante l’utilizzo di anticorpi monoclonali diretti contro altri antigeni 
tumore-associati o specifici, nonché di diversi agenti chemioterapici o molecole terapeutiche. 
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